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Aus der Medizinischen Universitätsklinik (Direktor: Prof. Dr. W. H. Havuss) 
und der Universitäts-Nervenklinik (Direktor: Prof. Dr. F. Mavz) 
Münster i. Westf. 


Beobachtung einer schweren Lebersehädigung 
bei Thallium-Vergiftung 
Von 
E. SchürMEYER und 6.W. ScHIMMELPENNING 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 16. Oktober 1960 ) 


Infolge der deutlichen Zunahme der Thallium-Intoxikationen, die 
ganz überwiegend in suicidaler Absicht erfolgen, sind das klinische Er- 
scheinungsbild und die Symptomatologie dieser Vergiftungen gut be- 
kannt. In der Literatur finden sich ausführliche Mitteilungen darüber 
(Moesc#Lis). In neuerer Zeit haben van Rey u.a. eingehend über 
48 Fälle aus der Frankfurter Klinik berichtet. Es ist auffallend, daß 
nur in wenigen Fällen eine leichte toxische Leberschädigung beobachtet 
wurde. Dies ist um so bemerkenswerter, als die durch Blockierung oder 
Hemmung von Enzymsystemen als Zellgift wirkende Substanz aus dem 
Magen-Darmkanal resorbiert wird und somit auch die Leber passiert. 

Wir haben bei einer akuten Thallium-Intoxikation eine schwere 
Leberschädigung beobachten können. Wegen der Seltenheit des Falles 
erscheint eine kurze Mitteilung hierüber gerechtfertigt. Da die allge- 
meinen und neurologischen Symptome hinreichend bekannt sind, können 
wir uns auf die Besonderheiten unserer Beobachtung beschränken. 

Der 25jährige Pat. hatte in suicidaler Absicht 0,4 g Thallium in Form 
von Zeliopast zu sich genommen. Die zusätzliche Einnahme eines weite- 
ren Giftes konnte durch entsprechende analytische Untersuchungen aus- 
geschlossen werden. Es handel » sich um eine psychopathische Persön- 
lichkeit geltungssüchtig-hochstaplerischer Prägung. Anlaß zu dem 
Suieid-Versuch war dem Kranken ein Zerwürfnis mit seiner Braut ge- 
wesen. Er wurde 18 Tage nach Einnahme des Giftes am 6. 8. 1958 in 
die Universitäts-Nervenklinik aufgenommen. Im Vordergrund des neu- 
rologischen Bildes stand neben Augenmuskelstörungen eine Polyneuritis 
mit beidseitiger Peronaeuslahmung und heftiger Hyperpathie der Beine. 
Außerdem hatte bereits der charakteristische Haarausfall eingesetzt. 

Spektralanalytisch ließ sich Thallium in den Haaren und in einer Konzentration 
von etwa 50 y-% im Blut und von etwa 600 y-% im Urin nachweisen. Im Lumbal- 
liquor fand sich neben einer Gesamteiwei8-Vermehrung auf maximal 55,2 mg-% 
mit pathologischen Kolloidkurven und verkürzter Reduktionszeit elektrophero- 
graphisch eine leichte y-Globulin-Vermehrung. Psychopathologisch war der Pat. 
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zunächst frei von Bewußtseinsstörungen. Abgesehen von seiner Neigung zu aben- 
teuerlichen Psychologismen war sein Verhalten durch euphorisch-kritiklose Ge- 
schwätzigkeit und mangelnde Ernstwertung der eigenen Erkrankung gekennzeichnet. 

Bereits bei der Aufnahme in die Nervenklinik fanden sich bei einem 
im übrigen ganz typischen klinischen Bild eine deutliche Leberschwellung, 
ein leichter Ikterus und petechiale Blutungen an beiden Beinen. Trotz 
der sofort eingeleiteten intensiven Leberschutztherapie stieg der Bili- 
rubingehalt im Serum unter zunehmender ikterischer Verfärbung inner- 
halb einer Woche auf 19,54 mg-% an. Da sich die neurologischen Aus 
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Abb. 1. Verhalten der Laborwerte und der Lebervergrößerung unter der Behandlung einer 
schweren toxischen Leberschädigung bei akuter Thallium-Vergiftung 


fallserscheinungen überraschend schnell zurückbildeten, wurde der Pat. 
am 18. 8. zur Behandlung der nunmehr ganz im Vordergrund stehenden 
Leberschädigung in die Medizinische Univ.-Klinik verlegt. 

Hier fand sich bei der Aufnahme ein ausgeprägter Ikterus der Haut 
und Schleimhäute mit einem Serum-Bilirubingehalt von 25,6 mg-%. 
Weltmann R 8, Thymol 5,9 E, Zinksulfat 7,7 E. Der Serum-Eisenspiegel 


> 


war auf 264 y-% erhöht. Das Prothrombin war mit 58% deutlich ver- 
mindert. Die Leber war 2 Querfinger breit vergrößert tastbar. Für das 
Vorliegen eines hämolytischen Ikterus ergaben entsprechende Unter- 
suchungen (osmotische Resistenz, Reticulocyten) keinen Anhalt. Im 
Urin war das Bilirubin positiv, das Uribilinogen in der Kälte vermehrt 
nachweisbar. Die Fermentbestimmungen im Blut ergaben eine erheb- 
liche Vermehrung der Glutaminsäure-Oxalessigsäure-Transaminase und 


der Sorbitdehydrogenase. 
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Trotz intensiver Behandlung mit Dauertropfinfusionen nach Srepe 
und Verabfolgung von Aminosäure-Gemischen kam es zu einer weiteren 
Verschlechterung des Allgemeinbefindens bis zu einem präkomatösen Zu- 
stand bei einem Serum-Bilirubinwert von 29,68 mg-% und positiver 
Millon-Probe im Urin. Die Thallium-Ausscheidung im Urin war zu 
diesem Zeitpunkt noch deutlich nachweisbar. Erst unter der Behandlung 
mit Nebenierenrindensteroiden in Form von 50 mg Solu-Decortin (Merck) 
i.v./die trat auffallend rasch eine anhaltende Besserung des bedroh- 
lichen Zustandes ein. Das Verhalten der Laborwerte und der Leberver- 
größerung unter der Therapie ist aus Abb. 1 zu ersehen. 

Das Verhalten der Fer- 
mente im Serum istin der Tabelle. Verhalten der Serumfermente unter der 


Tabelle wiedergegeben. Behandlung einer schweren toxischen Leber- 
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Die internistische Kontroll- schädigung bei akuter Thallium-V ergiftung 
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Es handelte sich somit um eine akute Thallium-Vergiftung mit aus- 
gepragter toxischer Leberschädigung. Ein vergleichbarer Fall ist uns 
aus der Literatur nicht bekannt. Lediglich GERAUER berichtet in einem 
Falle über eine toxische Leberschädigung, die sich in einer Erhöhung des 
Serum-Eisen- und Kupfer-Spiegels, einer Verkürzung des Weltmann- 
Bandes und einer «,- und 5-Vermehrung im Elektropherogramm äußerte. 

Auch bei Durchsicht der von MoEscHLis u.a. veröffentlichten Fälle 
finden sich Hinweise auf das Vorkommen von Leberschädigungen. In 
beiden Beobachtungen war der Serum-Eisen-Spiegel deutlich erhöht und 
das Prothrombin erniedrigt. Das Weltmann-Band war pathologisch ver- 
ändert. In einem Fall fand sich außerdem bei der Obduktion eine dif- 
fuse Leberverfettung und ein mäßiges Ödem der Leber. Vielleicht kann 
auch die Angabe von VAN Rey, der in 10% der Fälle eine vermehrte 
Urobilinogen-Ausscheidung nachweisen konnte, im Sinne einer Leber- 
schädigung gedeutet werden. 

Wie bereits eingangs erwähnt wurde, ist die Seltenheit von schwere- 
ren Leberschädigungen im Verlaufe von Thallium-Vergiftungen be- 
merkenswert, da das Gift peroral aufgenommen wird und gastro-intesti- 
nale Schädigungen anfänglich im Vordergrund stehen. Dementsprechend 

Arch. Toxikol., Bd. 19 5a 
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finden sich auch pathologisch-anatomisch erhebliche Veränderungen an 
den Magen- und Darmepithelien (MoEscHLin u.a., BAUMANN). Von 
einigen Autoren wird ferner eine vermehrte Speicherung des Thalliums 
in Leber, Magen und Nieren angenommen (POEHLMANN, Frip1i). Für 
eine solche Vermutung könnte auch die Beobachtung von JOHNE spre- 
chen, der über eine Vergiftung nach Genuß eines mit Thallium verseuch- 
ten Huhnes berichtete. In diesem Falle erkrankte nur die Mutter, die 
ausschließlich die inneren Organe verzehrt und damit möglicherweise 
eine größere Thallium-Menge zu sich genommen hatte, während die 
Kinder, die das übrige Fleisch erhielten, gesund blieben. 

Auf Grund unserer Beobachtung muß also mit dem Auftreten einer 
toxischen Leberschädigung im Rahmen von Thallium-Intoxikationen ge- 
rechnet werden. Wie die Durchsicht der Literatur zeigt, ist die Leber- 
beteiligung jedoch nicht als obligates Symptom der Thallium-Ver- 
giftung anzusehen. Sie scheint vielmehr in den meisten Fällen entweder 
überhaupt zu fehlen oder doch nur diskret ausgeprägt zu sein (Serum- 
Eisen-Erhöhung, Urobilinogen-Vermehrung). Ob es sich hierbei um eine 
Frage der jeweils aufgenommenen Thallium-Mengen handelt, können wir 
auf Grund unserer Einzelbeobachtung nicht entscheiden. Neben der 
üblichen Entgiftungstherapie ist in allen Fällen mit einer deutlichen 
Leberbeteiligung eine intensive Leberschutztherapie, gegebenenfalls mit 
Verabfolgung von Nebennierenrindensteroiden, erforderlich. In dem von 
uns beobachteten Fall konnte hierdurch klinisch eine völlige Aus- 
heilung der Leberschädigung erzielt werden. 


Zusammenfassung 
Bericht über eine schwere toxische Leberschädigung bei einer akuten 
Thallium-Vergiftung. Vergleichbare Fälle aus der bekannten Literatur 
werden erörtert. 
Literatur 
Baumann, R.: Experimentelle Thalliumeffekte an Ratten und Mäusen. Acta radiol. 
(Stockh.) 11, 425 (1930). 
GERAUER, H.: Zur Klinik und Therapie der Thalliumintoxikation. Arch. Toxikol. 
15, 171 (1955). 
Joune, H. O.: Über einen Fall indirekter Thalliumvergiftung. Z. Haut- u. Ge- 
schl.-Kr. 6, 5 (1949). 
MoescHuin, S.: Klinik und Therapie der Vergiftungen, 3. Aufl. Stuttgart: Georg 
Thieme 1959. 
—, H. ZoLLisGer u. F. Liitrny: Beitrag zur Klinik der Thalliumvergiftung. Dtsch. 
Arch. klin. Med. 189, 181 (1942). 
PoEHLMANN u. Friprı: Zit. nach H. O. JoHNE, Über einen Fall indirekter Thallium- 
vergiftung. Z. Haut- u. Geschl.-Kr. 6, 5 (1949). 
Rey van, W., R. HEINECKER u. E. Kaemmerer: Beitrag zur Klinik der akuten 
Thalliumvergiftung. Medizinische 1958, 1814. 
SIEDE, W.: Virushepatitis und Folgezustände, 2. Aufl. Leipzig: Johann Ambro- 
sius Barth 1958. 
Dr. EvERHARD SCHÜRMEYER, 
Medizinische Universitiitskiinik Münster i. Westf., Westring 3 


Archiv fiir Toxikologie 19, 69—78 (1961) 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität Münster i. Westf. 
(Direktor: Prof. Dr. med. Dr. phil. A. Loeser) 


Toxikologische Studie über den Pyrokohlensäurediäthylester 
Von 
GERHARD BornMANN und ArxoLp LoEsEr 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 24. November 1960 ) 


Der verständliche Wunsch, Lebensmittel völlig von Fremdstoffen 
freizuhalten, kollidiert immer wieder mit der Notwendigkeit, gewisse 
Zusätze, z. B. zum Zwecke der Konservierung, zu dulden. Dabei darf 
ein solcher Zusatz selbstverständlich für den Verbraucher kein gesund- 
heitliches Risiko bedeuten, oder anders ausgedrückt, der zugesetzte 
Stoff darf keinerlei toxische Wirkungen auf den Organismus besitzen, 
auch nicht bei extrem oft wiederholter Einwirkung. Einer solchen 
Forderung ist bei ,,Fremdstoffen“ nur schwer zu entsprechen, und des- 
halb war der Gedanke naheliegend, nach wunschgemäß wirksamen, 
also z. B. konservierenden Substanzen zu suchen, die zu gewissermaßen 
„körpereigenen“, d. h. dem Organismus vertrauten Verbindungen ab- 
gebaut werden. 

Eine derartige Substanz soll in dem Pyrokohlensäurediäthylester 
vorliegen!, der nach entsprechenden in vitro-Versuchen im Obstsaft, 
welchem er als Konservierungsmittel zugesetzt ist, sehr bald in Kohlen- 
dioxyd und Äthylalkohol zerfallt?. Diese Produkte dürfen — jedenfalls 
trifft das für die hier in Betracht kommenden Konzentrationen zu — 
wohl als gesundheitlich unbedenklich gelten. Ohne darauf einzugehen, 
ob der Pyrokohlensäurediäthylester als Konservierungsmittel für Obst- 
säfte geeignet ist — ein Gehalt von 0,005% im Obstsaft soll eine aus- 
reichende Konservierung bewirken — und evtl. auch für andere Lebens- 
mittel, z. B. Gemüsesäfte oder ähnliches in Betracht kommt, sollen 
einige toxikologische Besonderheiten der Fragestellung besprochen und 
die Ergebnisse entsprechender Versuche mitgeteilt werden. 

Zum Unterschied von den meisten toxikologischen Problemen ähn- 
licher Art wäre im vorliegenden Fall die Wirkung der Ausgangsverbin- 
dung, also des Pyrokohlensäurediäthylesters selbst, nahezu uninteressant, 
vorausgesetzt, daß die Substanz genügend rasch und vollständig unter 
„normalen“ Bedingungen in nicht-toxische Produkte zerfällt. Es ist 


1 Farbenfabriken Bayer AG., Werk Uerdingen. 
? Dr. Gentu, Uerdingen; persönliche Mitteilung. 
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selbstverständlich, daß trotzdem eine Prüfung der akuten und sub- 
akuten Toxicität der Ausgangsverbindung durchgeführt wurde. Wich- 
tiger aber erschien die vergleichende toxikologische Untersuchung von 
einem frisch mit Pyrokohlensäurediäthylester versetzten und einem in 
gleicher Weise zubereiteten, jedoch abgestandenen Obstsaft. Wenn die 
Ausgangsverbindung erkennbare Wirkungen besitzt, dann muß ein 
solcher Versuch Aufschluß darüber geben können, ob unter den der 
„Praxis“ nachgeahmten Bedingungen der Zerfall der Ausgangsverbin- 
dung zu Kohlendioxyd und Äthylalkohol zuverlässig eintritt; fehlen 
nämlich unter den speziellen Bedingungen die typischen Wirkungen der 
Ausgangsverbindung, darf daraus ein pauschaler Hinweis auf die prakti- 
sche Bedeutung des in vitro-Befundes erwartet werden. 


Methoden 


Toxicitätsbestimmungen. Der akute Versuch wurde an 100 vollgewichtigen 
Ratten durchgeführt, die in Einzelkäfigen bei LATZ-Trockenfutter und Wasser 
ad libitum gehalten und in Gruppen von je 10 Tieren (5 männliche und 5 weibliche 
Ratten) eingeteilt wurden. Als Untersuchungsmaterial diente eine jeweils frisch 
angefertigte 10 (Gew./Vol.) %ige Mischung von Pyrokohlensäurediäthylester! mit 
Aqua dest.; diese Zubereitung wurde den Tieren einmalig mit der Schlundsonde 
verabreicht. 

Der subakute Versuch war in Form eines Fütterungsversuchs angelegt, und 
zwar erhielten 28 Ratten (13 männliche und 15 weibliche Tiere) den Versuchsbrei, 
die gleiche Anzahl Ratten einen entsprechenden Kontrollbrei. Das Grundrezept 
des Breis war stets gleich: 1,1 kg Haferflocken, 0,825 kg Maismehl, 0,280 kg 
Trockenmilch, 0,210 kg Trockenhefe, 0,028 kg eines Salzgemisches, 0,057 kg Leber- 
tran; diesen Bestandteilen waren für die Versuchstiere 0,090 kg Pyrokohlensäure- 
diäthylester und 1,910 kg Leitungswasser, für die Kontrolltiere lediglich 2,0 kg 
Leitungswasser beigemengt. Die Tiere wurden in Einzelkäfigen gehalten, Trink- 
wasser stand ebenso wie die verschiedenen Breisorten täglich frisch ad libitum zur 
Verfügung. 

Wirkungsvergleich von Traubensaftzubereitungen. Grundsätzlich erhielten alle 
in diesem Versuch eingesetzten Versuchstiere (75 männliche und 75 weibliche 
Tiere) Traubensaft? als „Trinkwasser‘‘. Entsprechend der besonderen Frage, die 
es durch diesen Versuch zu beantworten galt, war für 50 Tiere dieser Traubensaft 
2 Tage vor der Verabreichung mit Pyrokohlensäurediäthylester versetzt (Gruppe I), 
für 50 Tiere unmittelbar vor der Verabreichung mit Pyrokohlensäurediäthylester 
vermischt (Gruppe II) und für 50 Tiere mit dem als Lösungsmittel gebrauchten 
Alkohol zubereitet (Gruppe III). Weitere 50 Tiere erhielten Leitungswasser und 
dienten als Kontrolle (Gruppe IV). 

Im einzelnen lauten die Rezepte der Traubensaft-Zubereitungen für die 
Gruppen I—III: 

I, 26,25 g Pyrokohlensäurediäthylester werden mit 96%igem unvergällten 
Alkohol auf 250 ml aufgefüllt ; dieser frisch bereitete Ansatz wird zu 5 1 Traubensaft 


! Der Pyrokohlensäurediäthylester wurde von den Farbenfabriken Bayer AG. 
zur Verfügung gestellt; es ist eine in Wasser schwer, in Äthylalkohol gut lösliche 
Flüssigkeit, welche relativ leicht flüchtig ist. 

2 Unkonservierter Traubensaft „weiß der Firma Karl Lehr in Niederhoch- 
stadt i. d. Pfalz. 





Toxikologische Studie über den Pyrokohlensäurediäthylester 71 


zugesetzt. Die fertige Zubereitung bleibt vor Gebrauch 2 Tage stehen (Traubensaft 
mit 0,5% Pyrokohlensäurediäthylester, abgestanden). 

II. Zubereitung wie fiir Gruppe I, wird aber sofort nach Herstellung in die 
Trinkgefäße der Ratten eingefüllt (Traubensaft mit 0,5% Pyrokohlensäurediäthyl- 
ester, frisch). 

III. 250 ml unvergällter Alkohol (96%) werden 5 1 Traubensaft zugesetzt. Die 
Zubereitung wird sofort nach Herstellung in die Trinkgefäße der Ratten eingefüllt. 

Die Versuchstiere (Gruppe I, II, III) bekamen die verschiedenen Traubensaft- 
Zubereitungen als einziges „Trinkwasser‘‘ ad libitum angeboten, desgl. stand 
Trockenfutter (Latz-Biskuits) in beliebiger Menge zur Verfügung. Die Kontroll- 
tiere erhielten entsprechend Leitungswasser und Latz-Trockenfutter ad libitum. 


Ergebnisse 
Bei der akuten Toxieitätsprüfung wurde die Prüfzubereitung in 
einer Dosis von 1,0—28,0 ml/kg Körpergewicht — Steigerung jeweils 
3,0 ml/kg — den Ratten unmittelbar nach der Herstellung mit der 


Schlundsonde zugeführt, dabei wurde die niedrigste Dosis stets, die 
höchste Dosis niemals von den jeweils 10 Tieren der entsprechenden 
Versuchsgruppen überlebt. Bei einer Beobachtungszeit von 24 Std 
ergab sich eine LD,, (nach KARBER) von 15,7 ml/kg Körpergewicht, bei 
einer Beobachtungszeit von 10 Tagen eine solche von 13,9 ml/kg Körper- 
gewicht. Das entspricht einer Menge an Pyrokohlensäurediäthylester 
von 1,57 bzw. 1,39 g/kg Körpergewicht. 

Das Vergiftungsbild war monoton und wenig eindrucksvoll; bis zu einer Menge 
von etwa 10,0 ml/kg Körpergewicht wurde die Zubereitung aus Pyrokohlen- 
säurediäthylester oft ohne erkennbare Symptome vertragen, einzelne Tiere wur- 
den benommen und zeigten nur schwache Reaktion auf Reize. Nach größeren 
Mengen von Pyrokohlensäurediäthylester waren solche Erscheinungen die Regel, 
sie steigerten sich bis zur völligen Bewußtlosigkeit, die Tiere nahmen Seiten- 
oder Bauchlage ein und gingen in zunehmender Zahl in diesem Stadium — meist 
schon am ersten Tag nach Verabreichung der Prüfsubstanz — zugrunde. Gele- 
gentlich und nicht nur bei moribunden Ratten trat eine schnappende oder zie- 
hende Atmung auf. 

Aus dem Fiitterungsversuch der subakuten Toxicitätsprüfung läßt 
sich keine letal-toxische Wirkung des Pyrokohlensäurediäthylesters ab- 
leiten. In der Versuchsgruppe ging während der 28tägigen Versuchszeit 
kein Tier ein, lediglich in der Kontrollgruppe gingen 2 Tiere — an 
Lungen- bzw. an HirnabsceB — zugrunde. Auch im Verhalten waren 
bei den Ratten der Versuchsgruppe keine Besonderheiten erkennbar, 
doch blieb im Laufe der Fütterungszeit das Körpergewicht dieser Tiere 
gegenüber dem der Kontrolltiere deutlich zurück (Abb. 1). Daß die 
verminderte Gewichtszunahme der Versuchstiere abhängig war von 
dem Futterzusatz, zeigte sich nach einer Futter-Umstellung auf Kon- 
trollbrei. Unter diesen Bedingungen stieg das Körpergewicht normal an. 

Worauf im einzelnen die Verzögerung im Anstieg der Körpergewichte 
zurückzuführen war, ließ sich nicht entscheiden, da die tatsächlich 
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verbrauchten Futtermengen nicht gemessen wurden. So käme eine Ver- 
minderung der Nahrungsaufnahme wegen geschmacklicher Besonder- 
heiten des Futters als Ursache für die Beobachtung in Betracht, auch 
müßte an eine Verschlechterung der Ausnutzung des Breis und selbst- 
verständlich an eine etwaige toxische Wirkung des Zusatzes gedacht 
werden. Ohne daß diese Frage geklärt wurde — es wies der Eindruck 

beim täglichen Futterwechsel auf die Be- 
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teiligung einer Appetitminderung hin — 
und entschieden werden konnte, spricht 
gegen eine durch den Zusatz ausgelöste 
Schädigung des Organismus, daß sofort 
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30 nach der Futterumstellung die Tiere gut 
360 zunahmen, und auch, daß sich in einem 
350 gesondert durchgeführten Stoffwechsel- 
IYO versuch nach 28tagiger Verfiitterung 
330 des Versuchsbreis bei den Versuchs- 
J tieren keine Unterschiede zu den Kon- 
510 trolltieren zeigten. 
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= Abb. 1. Körpergewichte von erwachsenen männ- 
2100 lichen (obere Kurven) und weiblichen (untere 
260 Kurven) Ratten, die für 30 Tage ausschließlich 
Breifutter erhielten, welchem für die Tiere der 
250 . 
Versuchsgruppe zu 2% Pyrokohlensäurediäthyl- 
2Y0 ester beigemischt war ( ); die Kontrolltiere er- 
290 hielten ein entsprechendes Breifutter ohne Zusatz 
( )} Nach Ablauf von 30 Tagen (senkrechte1 
220 Strich) werden die Ratten der Versuchsgruppe unı- 
210 gestellt auf Breifutter ohne Zusatz (wie Kontroll- 
200 gruppe). Die graue Säule zeigt an, daß in die- 
sem Zeitraum die Gewichtskurve der Versuchs- 
190 tiere fiktiv ist. Die Kurven der Versuchsgruppe 
180 entsprechen für männliche und weibliche Tiere den 
Mittelwerten von 13 bzw. 15 Tieren, die Kurven 
170 der Kontrollgruppe den Mittelwerten von 13 bzw. 
160 13 Tieren. Ordinate: Körpergewichte in Gramm: 
A Abszisse: A Ausgangswert, Versuchszeit in Wochen 


Im Stoffwechselversuch wurde nach Abschluß der vierwöchigen Breifütterung 
bei je 8 Tieren der Versuchs- und der Kontrollgruppe der Sauerstoffverbrauch 
geprüft (Untersuchung des respiratorischen Stoffwechsels in üblicher Weise unter 
Grundumsatzbedingungen), wobei sich keine als pathologisch zu wertenden Befunde 
(Sauerstoffverbrauch, respiratorischer Quotient) ergaben. 

Der Wirkungsvergleich der Traubensaftzubereitungen (Trinkversuch) 
wurde mit Ratten, die zu Beginn des Versuches durchschnittlich 165 g 
(männliche Tiere) bzw. 140g (weibliche Tiere) wogen, bei einer Ver- 
suchsdauer von 8 Wochen durchgeführt und berücksichtigte neben 
Allgemeinverhalten und Körpergewicht das Ergebnis verschiedener 
Sonderuntersuchungen. Als solche wären zu nennen: 
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Bei je 6 männlichen Ratten jeder Gruppe vor Beginn und gegen Ende des 
Versuchs ein vollständiges Blutbild. 

Bei je 8 weiblichen Ratten jeder Gruppe in der zweiten Hälfte des Versuchs 
(5.—8. Woche) tägliche Scheidenabstriche. 

Bei je 4 männlichen und 4 weiblichen Tieren jeder Gruppe vor Beginn und 
gegen Ende des Versuchs eine Röntgenuntersuchung der Zähne bzw. des Zahn- 
halteapparates und des Sprunggelenks. 
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Abb. 2. Kérpergewichte von wachsenden männlichen Ratten, die während 8 Wochen als 
„Trinkwasser“ Traubensaft mit Zusatz von Pyrokohlensäurediäthylester, der 48 Std ab- 
gestanden (Gruppe J) bzw. frisch zubereitet war (Gruppe II). erhalten hatten. Die Ratten 
der Gruppe JJ] bekamen Traubensaft mit Alkoholzusatz, die der Gruppe IV Leitungs- 
wasser. Die Kurven der Gruppe /, II und IV entsprechen dem Mittelwert von je 25 Tieren, 
die Kurve der Gruppe III dem Mittelwert von 24 Tieren. Ordinate: Körpergewichte in 

Gramm: Abszisse: 4 Ausgangswert, Versuchszeit in Wochen 


Zum Abschluß des Versuchs wurden aus jeder Gruppe 10 männliche 
und 10 weibliche Ratten zu einem Fortpflanzungsversuch eingesetzt, 
die übrigen Tiere getötet und seziert. Zur histologischen Untersuchung 
wurden Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere, Blase, Magen, Darm sowie die 
innersekretorischen Organe Schilddrüse, Nebennieren, Ovarien bzw. 
Hoden und Hypophysen entnommen!. 

! Die Durchsicht der histologischen Präparate wurde dankenswerterweise 
von Herrn Prof. Dr. Grese, Direktor des Pathologischen Instituts der Universität 
Münster, vorgenommen. 
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Während der ganzen Versuchszeit verhielten sich die Ratten der 
Versuchsgruppen wie die der Kontrollgruppe. Besonderheiten waren 
nicht festzustellen, abgesehen von einzelnen Tieren mit typischen 
Rattenkrankheiten (Milbenbefall, Wurmbefall, Innenohreiterung), welche 
aber in allen Gruppen gleich selten auftraten und keine bestimmte 
Gruppe bevorzugten. Im allgemeinen blieb die Entwicklung der Tiere 
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Abb. 3. Körpergewichte von wachsenden weiblichen Ratten, 
„Trinkwasser“ Traubensaft mit Zusatz von Pyrokohlensäurediäthylester, der 
gestanden (Gruppe J) bzw. frisch zubereitet war (Gruppe IT), erhalten hatten. Die 
der Gruppe III bekamen Traubensaft mit Alkoholzusatz, die der Gruppe IV Leitungswasser. 
Die Kurven der Gruppen J und JV entsprechen dem Mittelwert von je 25 Tieren, die Kur- 
ven der Gruppen II und I/II dem Mittelwert von je 24 Tieren. Ordinate: Körpergewichte 
1 Ausgangswert, Versuchszeit in Wochen 


in Gramm; Abszisse: 
ungestört. Die Körpergewichte stiegen stetig an bis zu einem bei 310 bis 
320 g für die männlichen, bei 220—225 g für die weiblichen Tiere liegen- 
den Maximum der Durchschnittsgewichte (Abb. 2 und 3). Ein Unter- 
schied zwischen den Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe bestand 
nicht. Aus Gruppe II ging 1 Tier vorzeitig zugrunde (infektiöser Darm- 
katarrh mit Blutungen), aus Gruppe III erkrankten 2 Tiere an einer 
schweren Pneumonie während der Versuchszeit und gingen ein. 

Die Untersuchung des Blutbildes von 6 männlichen Ratten jeder 
Gruppe ließ keine wesentlichen Veränderungen des peripheren Blutes 
erkennen (Abb. 4). Verwertbare Abweichungen von den Ratten- 
Normalwerten fehlten, vor allem bestanden keine Unterschiede zwischen 
den Werten der verschiedenen Versuchsgruppen sowie zwischen ihnen 
und den Werten der Kontrollgruppe. 
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Als „negativ“ ist auch das Ergebnis wiederholter Scheidenabstriche 
bei je 8 weiblichen Ratten jeder Gruppe während der zweiten Hälfte 
des Versuchs zu beurteilen. Unregelmäßigkeiten kamen zwar vor, 
betrafen aber sowohl Versuchs- als auch Kontrolltiere. Ein völliges 
Sistieren der cyclischen Veränderungen an der Scheidenschleimhaut 
trat bei keinem Tier auf. 


Die Röntgenuntersuchungen zeigten keine krankhaften Knochen- 
und Zahnveränderungen und lieferten keinen Hinweis auf eine ent- 
sprechende Störung des Kalkhaushaltes. 
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Abb. 4. Blutbild von wachsenden männlichen Ratten, die während 8 Wochen als „Trink- 
wasser‘‘ Traubensaft mit Zusatz von Pyrokohlensäurediäthylester, der 48 Sta abgestanden 
(Gruppe J) bzw. frisch zubereitet war (Gruppe II), erhalten hatten. Die Ratten der Gruppe III 
bekamen Traubensaft mit Alkoholzusatz, die der Gruppe IV Leitungswasser. Die Säulen 
über den Gruppenkennzeichen entsprechen den Mittelwerten von jeweils 6 Ratten. Biut- 
entnahmen: vor Beginn der Tränkung mit den Versuchszubereitungen (umrandete Säule) 
und gegen Versuchsende (ausgefüllte Säule). Die Höhe der Säulen gibt an: Zahl der Ery- 
throcyten in Millionen, Zahl der Leukocyten in Tausend, Hämogiobingehalt in Prozent 
sowie den Prozentgehalt an neutrophilen Leukocyten (Neutrophile L.), Lymphocyten und 
eosinophilen Leukocyten (Eosinophile L.). Auf die Darstellung von dem stets normalen 
Kernverschiebungsindex sowie der Monocytenzahlen (stets unter 0,5%) wurde verzichtet 


Die Sektion der nach einer Versuchszeit von 8 Wochen getöteten 
Ratten ergab keine auf eine der Versuchsgruppen beschränkte, hier 
regelmäßig oder gehäuft auftretende Organveränderung. Ein gleiches 
Ergebnis hatte auch die histologische Untersuchung der inneren Organe. 
Abgesehen von dem in jeder Gruppe gelegentlich auftretenden Wurm- 
befall mit entsprechenden Veränderungen fiel kein erwähnenswerter 
Befund auf. Die Mittelgewichte der endokrinen Organe ließen keine 
Abweichung von der Norm erkennen und sind in der Tabelle zusammen- 
gestellt. 
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Gewichte der Hypophyse, Schilddrüse, Nebennieren und Ovarien von Ratten 
(Mütelgewichte bzw. dahinter in Klammern Durchschnittsgewichte je 100g Körper- 
gewicht), die während 8 Wochen als „Trinkwasser‘‘ Traubensaft mit Zusatz von 
Pyrokohlensäurediäthylester, der 48 Std abgestanden (Gruppe I) bzw. frisch zu- 
bereitet war (Gruppe II), erhalten hatten. Die Ratten der Gruppe III bekamen 
Traubensaft mit Alkoholzusatz, die der Gruppe IV Leitungswasser 


























Versuchs- Tier- Tier- Hypophyse | Schilddrüse | Nebennieren Ovarien 
gruppe | Geschlecht| zahl mg mg mg mg 
I 3 15 9,2 (3,1) | 18,6 (6,2) | 34,7 (11,7) 
¥ 15 10,9 (4,9) | 17,2 (7,8) 52,2 (22,3) 68,9 (31,4) 
6+ 30 10,0 (4,0) 17,9 (7,0) 43,5 (17,0) 
II 3 15 9,5 (3,0) 19,7 (6,2) 33,3 (10,5) 
Dr 14 10,8 (4,8) 15,3 (6,7) 51,4 (22,8) 71,6 (31,7) 
+ 29 | 10,1 (3,9) | 17,6 (6,4) | 42,1 (16,4) 
III 3 14 10,4 (3,3) | 18,6 (5,9) | 32,6 (10,3) 
= 14 10,7 (5,0) | 14,9 (7,0) | 52,6 (24,3) | 69,2 (32,6) 
$+ 9 28 | 10,5 (4,2) | 16,8 (6,4) | 42,6 (17,3) 
IV 3 15 9,5 (3,0) | 22,7 (7,2) | 35,5 (11,2) | 
2 15 11,1 (5,2) | 16,4 (7,6) | 53,0 (24,8) | 66,8 (31,5) 
3+ 9 30 10,3 (4,1) | 19,6 (7,4) | 44,3 (18,0) 
3 = männlich, 2 = weiblich. 


Als letzter Teil dieser Versuchsreihe wurde ein Fortpflanzungsversuch durch- 
geführt. Dabei wurde so vorgegangen, daß je 10 männliche und 10 weibliche Tiere 
jeder Gruppe, welche seit 8 Wochen die verschiedenen Traubensaft-Zubereitungen 
bzw. Leitungswasser (Kontrollgruppe) erhalten hatten und auch weiterhin erhielten, 
gepaart wurden, und zwar in der Weise, daß sich jedes weibliche Tier mit jedem 
männlichen Tier der Gruppe bei täglichem Wechsel der Partner zweimal im gleichen 
Käfig befand. Während der 20tägigen Paarungszeit bekamen alle Ratten der 
Gruppen I—III die gewohnten Traubensaft-Zubereitungen, anschließend wurde 
umgestellt auf Leitungswasser. Die Ratten der Kontrollgruppe IV erhielten nach 
wie vor Leitungswasser. Nach Abschluß der Paarungszeit erhielten alle Ratten 
zusätzlich zu den Latz-Biskuits Weich- und Grünfutter sowie etwas Hafer. 

Während der Paarungs- und Tragzeit wurden keine Besonderheiten 
beobachtet, abgesehen von dem vorzeitigen Eingehen eines weiblichen 
Tieres aus Gruppe II gegen Ende der theoretischen Tragzeit (das Tier 
hatte konzipiert, in utero befanden sich 10 gut entwickelte Feten; 
Konzeption und Junge werden in der folgenden Zusammenstellung für 
Gruppe II mit aufgeführt). Es zeigte sich, daß sämtliche weibliche 
Tiere der Gruppen I—IV aufgenommen hatten, wobei die Wurfgröße 
durchschnittlich 9,0, 8,3, 10,4 bzw. 7,8 Junge betrug. Für rund einen 
Monat wurden Mutter- und Jungtiere nach dem Wurf noch beobachtet. 
Von den Muttertieren ging 1 Tier aus Gruppe I an einem hämorrhagi- 
schen Lungenödem, das oben erwähnte Tier aus Gruppe II — vor dem 
Werfen — an einer Innenohr-Felsenbein-Eiterung und 1 Tier aus 
Gruppe IV an Lungenabscessen mit schwerer Pneumonie zugrunde. 
Von den Jungtieren überlebten aus Gruppe I 53, aus Gruppe IT 53, aus 
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Gruppe III 71 und aus Gruppe IV 41 Junge, die sich gut entwickelten; 
die Sterblichkeit der Jungtiere entsprach dem nach Versuchsbedingung 
und -ablauf zu Erwartenden und war normal. 


Bespreehung der Versuchsergebnisse 

Der Befund, daß der Pyrokohlensäurediäthylester eine im akuten 
Versuch erkennbare toxische und bestimmbare letale Wirkung — dazu 
sind allerdings recht große, jedoch ohne Schwierigkeiten applizierbare 
Mengen nötig — besitzt, sagt entsprechend den eingangs gemachten 
Ausführungen nicht allzuviel. Ein gleiches gilt für die im subakuten 
Versuch beobachtete Verminderung der Gewichtszunahme bei Ratten, 
die einen zu 2% Pyrokohlensäurediäthylester enthaltenden Brei als 
Futter erhielten. Abgesehen davon, daß beträchtlich größere Konzen- 
trationen vom Pyrokohlensäurediäthylester als die für den praktischen 
Gebrauch vorgesehenen verwendet wurden, sind die Wirkungsbedin- 
gungen so sehr verschieden von denen, welche für den beabsichtigten 
Einsatz des Esters in Betracht kommen, daß ein direkter Bezug der 
Versuchsergebnisse auf eine Verwendung des Pyrokohlensäurediäthyl- 
esters in Traubensaft nicht berechtigt erscheint. 

Etwas anderes ist es mit dem Traubensaft-Trinkversuch. Hier sind 
die Gegebenheiten eines etwaigen ,.menschlichen“ Traubensaft-Konsums 
möglichst getreu nachgeahmt. Die Konzentration an Pyrokohlensäure- 
diäthylester ist zwar etwa 100mal größer als geplant, d. h. zur Konser- 
vierung nötig, doch entspricht einmal das Medium Traubensaft der 
beabsichtigten Verwendung, zum andern ist, wenigstens für einen Teil 
der Tiere, die Zeit zwischen Ansatz der Traubensaft-Zubereitung und 
dem Angebot an die Tiere so lang bemessen, daß sie den Verhältnissen 
beim Genuß des Traubensaftes vom Verbraucher entsprechen könnten. 
Aber auch für die Tiere, denen eine frisch hergestellte Zubereitung von 
Traubensaft mit Pyrokohlensäurediäthylester angeboten wurde, ver- 
geht bis zum tatsächlichen Verbrauch der Zubereitung offenbar aus- 
reichend Zeit, um einen Zerfall des Pyrokohlensäurediäthylesters sicher- 
zustellen. Es ist, bei einer Füllung der Trinkflaschen am Vormittag, 
durchaus denkbar, daß die Ratte, welche auch als Laboratoriumstier ihre 
,,Nachttier“-Gepflogenheiten nicht völlig aufgibt, von dem Angebot 
erst nach Ablauf der bei den in vitro- Versuchen festgestellten notwendi- 
gen Zerfallszeit des Pyrokohlensäurediäthylesters (etwa 6 Std) wirklich 
Gebrauch macht. Jedenfalls erscheint nach den vorliegenden Ergeb- 
nissen eine derartige Deutung der Befunde des chronischen Trink- 
versuchs einleuchtender als die Annahme einer absoluten Indifferenz 
des chronisch zugeführten Pyrokohlensäurediäthylesters selbst. 

Obwohl der Pyrokohlensäurediäthylester also zweifellos kein indiffe- 
renter Stoff ist — im Zusammenhang mit Lebensmitteln zu brauchende 
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chemische Substanzen haben meist eine aus technischen Griinden nicht 
nachweisbare, d.h. nicht applizierbare akut-toxische Dosis — und 
erkennbare Wirkungen besitzt, leitet sich aus den mitgeteilten Beob- 
achtungen kein Hinweis darauf her, daß unter Bedingungen, wie sie für 
den praktischen Gebrauch eines entsprechend behandelten Trauben- 
saftes in Frage kommen, dem Einsatz des Pyrokohlensäurediäthylesters 
zu widerraten wäre. Dabei muß allerdings von Fall zu Fall geprüft 
werden, ob bei fabrikmäßigem Zusatz von Pyrokohlensäurediäthylester 
der genannte Ester ebenso zerfällt wie in Traubensaft unter den gewähl- 
ten Versuchsbedingungen. 


Zusammenfassung 

Der Pyrokohlensäurediäthylester ist eine nicht besonders giftige 
Substanz; bei chronischer Zufuhr wurde unter den gewählten Be- 
dingungen keine toxische Beeinflussung des Organismus beobachtet. 
Offenbar ist es so, daß der Pyrokohlensäurediäthylester zu den Sub- 
stanzen gehört, für deren Wirkung die Wirkungsbedingungen von ent- 
scheidender Wichtigkeit sind. Die Rattenversuche machen wahrschein- 
lich, daß ein Abbau zu toxikologisch unbedenklichen Produkten rasch 
erfolgen kann. 


Prof. Dr. med. et phil. A. LoEser, Prof. Dr. G. Bornmann, 
Pharmakologisches Institut Münster i. Westf., Westring 12 
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Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Rostock 
(Direktor: Prof. Dr. E. BvıckoLpr) 


Verwendung wasserfreier Systeme für 
papierchromatographische, toxikologische Barbituratanalysen 
Von 
Hans-Perer Kioéckine 
Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 3. Oktober 1960) 


Die Papierchromatographie von Barbitursäurederivaten, der ständig 
eine große Anzahl von Arbeiten gewidmet wird, hat nicht nur Bedeutung 
für die Stoffwechseluntersuchung von Barbituraten im lebenden Organis- 
mus und für Gehaltsbestimmungen in pharmazeutischen Zubereitungen, 
sondern auch besonderen Wert für die forensisch-medizinische Analytik. 

Zur Identifizierung der Barbiturate liegen eine ganze Reihe von 
wäßrigen Lösungsmittelsystemen vor, deren py-Wert durch Ammoniak 
eingestellt wird und die infolgedessen basischer Natur sind. Hierher 
gehören die von HüsBner und Prem eingeführten Lösungsmittel- 
gemische Äthanol-Ammoniak (95:5), Isopropanol-Ammoniak (95:5), 
Butanol-Ammoniak (9:1) und Amylalkohol-Butanol 1:1 (mit konz. 
Ammoniak gesattigt). DEININGER benutzt Isopropanol-Chloroform- 
Ammoniak (45:45:10) und Kata Dioxan-Xylol-Toluol-Isopropanol- 
Ammoniak im Verhältnis 1:2:1:4:2. 

Neben dieser Vielzahl von basischen wäßrigen Systemen — deren 
Aufzählung keinerlei Anspruch auf Vollständigkeit erhebt — gibt es 
auch saure wäßrige Systeme, wie z.B. das Gemisch von n-Butanol- 
Ameisensäure-Wasser (12:1:7), das Scumipt bei der toxikologischen 
Harnanalyse für die Trennung der Barbiturate verwendet. Das Lauf- 
mittel Butanol-Isoamylalkohol 1:1 (gesättigt mit konz. Ammoniak) 
verwenden BÜCHNER und Worr für klinische Schnellbestimmungen von 
Schlafmitteln. Die genannten Autoren benutzen eine einfache ring- 
papierchromatographische Methode, bei der die Laufzeit des Lösungs- 
mittelgemisches 1!/,Std beträgt. 

Fast alle diese Systeme besitzen den Nachteil, daß die R,-Werte der 
Barbiturate in einem engen Bereich liegen (gewöhnlich zwischen 0,5 bis 
0,9) und daß die Laufzeiten — wie aus Tabelle I zu entnehmen ist 
sehr lange sind. Dadurch wird eine sichere und schnelle Durchführung 
der klinisch-toxikologischen Barbituratanalyse erschwert. 

Gegenüber den wäßrigen Lösungsmittelsystemen besitzen die wasser- 
freien Systeme verhältnismäßig kurze Laufzeiten (vgl. Tabelle 1). So 
beträgt die Laufzeit des von Preuss und Kopp angegebenen Systems 
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Tabelle 1 
































Laufzeit 8. & 8. 2043b 
System bei 20° 
un Q Laufstrecke ation 
in Std (Durchschnitt) Verfahren 
n-Butanol-Amylalkohol 1:1 11 19 aufsteigend 
a (konz. NH, gesättigt) 
so | .2 | nach HüBner u. PFEIL 2 6 Rundfilter 
‘= | 2 | Dioxan-Xylol-Toluol-Isopro- 6 20 aufsteigend 
& ! I 
= |jF anol-Ammoniak (1:2:1:4:2) 
Pp r 
> nach Kara 
% | n-Butanol-15% Ameisensäure- 11 20 aufsteigend 
= Wasser (12:1:7) nach Jatz- 
A KEWITZ 
1,2-Propylenglykol/Ligroin- 2 17 aufsteigend 
= Dioxan nach Prevss u. Kopp 
= Formamid/Chloroform 1—3 je nach Länge| absteigend 
2 nach Macek des Papiers 
3 (Whatman 4) 
= Dimethylformamid/Benzin- 2 16 aufsteigend 
Dioxan 25 min 5,5 Rundfilter 
20436  Mgl Nr25c 
V l A E H NV M G 











Abb. 1. Chromatogramm von Barbituraten und Elrodorm. Lösungsmittel: Benzin- 
Dioxan (5:2) auf mit Dimethylformamid getränktem Papier S. & S. 2043b Mel, aufsteigend. 
Sichtbarmachung: 1%ige Hg,(NO,),-Lésung. Substanzen: aufgetragen im Abstand von 
2,5 cm. V Veronal, L Lepinal, K Kalypnon, E Elrodorm, H Hexobarbital, N Noctal, 
M Mephytal, G Gemisch aller angeführten Schlafmittel 
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Tabelle 2 











Rr -Wert bei Literatur- 
Substanz Dimethyl - angaben 
formamid 
Benzin-Dioxan | #) b) 
5-Phenyl-5-äthylbarbitursäure (Lepinal, Luminal) . 0,38 0,17 | 0,63 
5,5-Diäthylbarbitursäure (Äthylbarbital, Veronal) . 0,43 0,13 | 0,64 
0,55 0,27 | 0,66 


5-Isopropyl-5-(#-bromallyl)-barbitursäure (Noctal) . 











5-Athyl-5-crotylbarbitursäure (Kalypnon) 0,58 0,34 
3-Phenyl-3-äthyl-2,6-dioxopiperidin (Elrodorm, 
PET IE ET EZ eS BP a gre 0,75 0,73 
1-Methyl-5-phenyl-5-äthylbarbitursäure (Mephytal, 
Prominal) a 5 0,81 0,89 
5-(442-Cyclohexenyl)-5-methyl-N-methylbarbitur- 
säure (Hexobarbital, Evipan) ......... 0,88 0,87 | 0,82 
a) Formamid/Chloroform nach Macex. 
b) Propylenglykol/Ligroin + 37% Dioxan nach Preuss und Kopp. 


1,2-Propylenglykol/Ligroin-Dioxan auf Schleicher & Schüll-Papier 2043 b 
bei einer Laufstrecke von durchschnittlich 17 em 2 Std. Als Nachteil 
dieses Systems erweist sich bei toxikologischen Barbituratnachweisen 
der enge Bereich der R,-Werte (0,63—0,82; vgl. Tabelle 2). Das von 





Abb. 2. Ringchromatogramm. Lösungsmittelsystem: A n-Butanol-Amylalkohol 1:1 
(gesättigt mit konz. Ammoniak), Laufzeit 9% min; B Dimethylformamid/Benzin-Dioxan, 
Laufzeit und Vorbehandlung des Papiers 35 min. J 111. Vergleichssubstanzen (von der 
Startlinie zur Peripherie): Lepinal, Kalypnon, Elrodorm. II IV. Urinextrakt des Pat.: 
Abbauprodukte, Lepinal, Kalypnon 
Arch. Toxikol., Bd. 19 6 
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Macexk für die Trennung von Barbitursäurederivaten vorgeschlagene 
wasserfreie System Formamid/Chloroform ist weitaus günstiger als das 
vorher erwähnte. Es zeichnet sich durch 


20495 Mgl Nr20B kurze Laufzeiten und gute Trennungsmög- 
a 5 lichkeiten aus. Nur das Anfärben der Flecken 





mit Quecksilber(I)-Nitrat-Lösung bereitet 
gewisse Schwierigkeiten. 

Für die Trennung von Lepinal (5-Phenyl- 
5-äthylbarbitursäure), Kalypnon (5-Äthyl- 
5-crotylbarbitursäure) und Elrodorm (3-Phe- 
nyl-3-äthyl-2,6-dioxopiperidin), die bei uns 
am häufigsten Anlaß von Schlafmittelvergif- 
e tungen sind, ist ein wasserfreies System mit 
verankertem Dimethylformamid mit Ben- 

zin-Dioxan als mobile Phase wegen der ge- 

ringen Laufzeiten und der Sichtbarmachung | 
“ der Flecken mit Quecksilber(I)-Nitrat das 
bestgeeignete. Die R,-Werte der untersuch- 
ten Schlafmittel liegen im Bereich von 


A) 


0,38—0,88 (vgl. Abb. 1 und Tabelle 2). Eine 
” 2 Trennung nach dem aufsteigenden Verfah- 
ren für das Gemisch aller 7 erwähnten Schlaf- 
mittel ist nicht möglich. Man erhält 5 Flecke, 
wobei Luminal/Veronalund Kalypnon/Noctal 
kaum von einander getrennt werden. Durch 
die R,-Werte allein ist keine zuverlässige 
Identifizierung der Schlafmittel möglich, da 
sie vielen Schwankungen unterworfen sind. 
E Es ist daher ratsam, reine Substanzen zum 
Vergleich mitlaufen zu lassen. 

Für Vergiftungsfälle, bei denen schnell ein 

Hinweis auf eine mögliche Barbituratvergif- 








Abb. 3a u.b. Eindimensionales tung erforderlich ist, empfiehlt sich ein ein- 


Chromatogramm (aufsteigend). = car . . ia Tor 
acne: gpapierc oO atograp SC > er- 
= tana daa Dail.: ehe faches ringpapierchromatographisches Ver 


Startpunkt aus betrachtet: fahren, bei dem man mit 2 übereinander- 
Abbauprodukte, Lepinal, . . . 
aon : gesetzten Petrischalen auskommt. Die Lauf- 


Kalypnon. 6 Vergleichssub- 
stanzen: Lepinal, Kalypnon, zeit beträgt mit Schleicher & Schüll-Papier 
Elrodorm auf 8.&8. 2043 b Mgl, ‘ “oer ; og ‘ 
aufsteigend. Lösungsmittel. 2043b Mgl 25 min bei einer durchschnitt- 
system: Dimethylformamid lichen Laufstrecke von 55cm. Als Ver- 
Benzin-Dioxan; mit 1 “ciger ¥ a a 
Hg,(NO,),-Lésung angefirbt gleichssubstanzen werden Lepinal, Kalypnon 
und Elrodorm auf einem Kreisbogen aufge- 
tragen, auf einem anderen Kreisbogen das zu prüfende Material: 


Magensaft-, Urin- oder Blutextrakt. Im Vergleich zu der von BÜCHNER 
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und Wo rr für klinische Schnellbestimmung angegebenen Methode er- 
laubt das hier beschriebene Verfahren trotz Vorbehandlung des Papiers 
eine weitaus schnellere Beurteilung der zu untersuchenden Proben 
(90:35). 

Zur quantitativen Auswertung eignet sich die aufsteigende Methode 
besser als die ringchromatographische. AuBerdem kann man je nach 
Lange des Papiers bis zu einem gewissen Grade die Fleckenabstande 
variieren. Aus Abb. 3 ist deutlich zu entnehmen, daß der Patient aller 
Wahrscheinlichkeit nach Luminal und Kalypnon zum Suieidversuch 
benutzte. Der in der Nähe des Startpunktes sichtbare Fleck enthält 
offensichtlich Abbauprodukte. Die Laufzeit beträgt mit Schleicher & 
Schüll-Papier 2043b Mgl bei einer Laufstrecke von 16 em durchschnitt- 
lich 2 Std. 

Experimenteller Teil 
Aufbereitung des Untersuchungsmaterials 

a) Magensaft, Magenspülflüssigkeit und Urin. Entsprechend den Angaben von 
Bicuner und Worr wird das Untersuchungsmaterial auf py = 3 eingestellt, mit 
Äther extrahiert und über Natriumsulfat getrocknet. 

b) Blut. Nach Derstncer mit einer Pufferlösung auf py = 3 eingestellt und 
wie unter a) beschrieben aufgearbeitet. 


Papierchromatographie für die toxikologische Schlafmittelanalyse 

a) Rundfilter-Verfahren. In Abänderung der früher gegebenen Vorschrift 
(KLöckıne) werden auf einem der 4 Kreisbogen zusammen Lepinal, Kalypnon und 
Elrodorm als Vergleichssubstanzen aufgetragen und auf je einem der übrigen Kreis- 
bogen Urin-, Magensaft- oder Blutextrakt. 

b) Aufsteigendes Verfahren. Vorbehandlung des Papiers: Auf Schleicher & 
Schüll-Papier 2043b Mgl — 30cm x 8 cm — werden 2cm vom Papierrand ent- 
fernt 0,04 ml Extrakt des zu untersuchenden Materials und im Abstand von 6 cm 
vom Papierrand je 0,004 ml einer 1%igen methanolischen Lepinal-, Kalypnon- 
und Elrodormlésung auf einem Startpunkt aufgetragen. Nach dem Eintrocknen 
der aufgetragenen Substanzen wird das Chromatogramm in der Weise durch eine 
20%ige äthanolische Dimethylformamidlösung gezogen, daß ein 2cm breiter 
Streifen vor der Startlinie nicht benetzt wird. Das imprägnierte Papier wird 15 min 
an der Luft getrocknet, wobei sich der Startpunkt oben befindet. 

Fließmittel. Benzin „VEB Schering Adlershof“, Kp. 100—110°; nochmals frak- 
tioniert und Dioxan ‚„‚VEB Berlin-Chemie‘“ im Verhältnis 5:2 (v/v). Die Laufzeit 
beträgt bei 20° mit Schleicher & Schüll-Papier 2043b Mgl bei einer Laufstrecke von 
17 em durchschnittlich 2 Std. 

Sichtbarmachung. 1%ige Quecksilber(I)-Nitrat-Lösung. 


Zusammenfassung 
Zur Trennung einiger Barbiturate und von Elrodorm wird ein papier- 
chromatographisches Verfahren angegeben, das eine schnelle und sichere 
Durchführung der toxikologischen Barbituratanalyse erlaubt. Bei die- 
sem Verfahren wird ein wasserfreies System mit verankertem Dimethy]- 
formamid mit Benzin-Dioxan als mobile Phase verwendet. Die R,-Werte 
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der untersuchten Barbiturate (einschließlich Elrodorm) liegen im Bereich 
von 0,38—0,88; die Laufzeit beträgt mit Schleicher & Schüll-Papier 
nach dem aufsteigenden Verfahren bei einer Laufstrecke von 16 cm 
durchschnittlich 2 Std, für Rundfilterchromatogramme bei einer Lauf- 
strecke von 5,5 em 25 min. Dadurch ist das Verfahren als einfache ring- 
chromatographische Methode für klinisch-toxikologische Schnellbe- 
stimmungen der Barbiturate verwendbar. Zur quantitativen Auswer- 
tung ist das aufsteigende Verfahren geeigneter. 
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Nachweis der renalen Ausscheidungsprodukte 
von Sehlafmitteln 
Von 
E. Vintec und K. Gorse. 
Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 2. Januar 1961) 


Die forensisch-toxikologische Praxis hat gezeigt. daß die entsprechend 
gesicherte Identifizierung eines oder gar mehrerer Sedativa in Harn- 
proben von Personen, die wegen Mißbrauch der Mittel, infolge einer be- 
stehenden Sucht oder im Straßenverkehr auffällig geworden sind, recht 
häufig noch auf Schwierigkeiten stößt. Der Grund hierfür ist hauptsäch- 
lich darin zu suchen, daß die Zahl der im Arzneimittelverkehr befindli- 
chen Sedativa und Kombinationspräparate rasch gewachsen ist, und daß 
nahezu von jedem dieser Mittel im Harn gleichzeitig mehrere Metaboliten 
erscheinen. 

Da die abgenommenen Harnproben zumeist nicht groß sind und der 
Dauer des Untersuchungsverfahrens Grenzen gesetzt sind, kommen als 
Methoden der Wahl in erster Linie chromatographische Verfahren in 
Frage. Obwohl für den Nachweis von Ausscheidungsprodukten der 
Schlafmittel zahlreiche papierchromatographische Verfahren ausgearbei- 
tet wurden (E. J. ALGERI u. A. J. McBay; W. Monrscuvunz; K. Sorn- 
RING u. W. Dietz; W. Dietz; R. SEIFERT; G. Scumipt; O. PrisiLLa 
(1956 und 1959): B. PeLıLmont, A. STUDER u. R. Jtéreens: K. Berx- 
HARD u. Mitarb. (1956 und 1957); Fr. R. Preuss u. R. Kopp) zeigen die 
Erfahrungen, daß die bisher angewandten Lösungsmittelsysteme nicht 
immer hinreichende Identifizierungsmöglichkeiten bieten. Die durch die 
Substituenten bedingten Unterschiede in den chemischen und physikali- 
schen Eigenschaften der Barbitale und ihrer Metaboliten sind zum 
großen Teil so gering, daß oft nur ungenügende Auftrennungen erfolgen. 
Bei Verwendung der bekannt gewordenen Laufmittel treten Überschnei- 
dungen der Metaboliten mit den unverändert ausgeschiedenen Mitteln 
auf, wodurch die Identifizierung weiter erschwert wird. 

Die übrigen, sich nicht von der Barbitursäure ableitenden Sedativa, 
die zunehmend an Bedeutung gewinnen, haben gleichfalls mit ihren im 
Harn erscheinenden Metaboliten zu einer Vermehrung der Schwierig- 
keiten des forensischen Nachweises beigetragen. 
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Um zu einer größeren Sicherheit bei der Identifizierung der einzelnen 
Schlafmittel zu gelangen, stellten wir uns die Aufgabe, solche Bedingun- 
gen und Lösungsmittelsysteme zu suchen, die einerseits zur Trennung 
der Schlafmittelgruppen, andererseits aber auch zur Abtrennung der 
Umwandlungsprodukte von den jeweils unverändert ausgeschiedenen 
Substanzen führen sollten. Dabei sollte eine günstige Verteilung aller 
Ausscheidungsprodukte über die ganze Laufstrecke erfolgen und die 
Möglichkeit einer spezifischen Detektion der Metaboliten geprüft werden. 


A. Auftrennung und Identifizierung der Ausscheidungsprodukte 
der Barbitale 


I. Harnextraktion und Reinigung 


Für die Wahl des Extraktionsverfahrens waren vor allem die physi- 
kalischen und chemischen Eigenschaften der Umwandlungsprodukte maß- 
geblich. Da die Metaboliten größere Wasserlöslichkeit und allgemein 
stärker sauren Charakter aufweisen als die unveränderten Substanzen, 
kam nur eine Perforation bei stark saurer Reaktion in Betracht, um die 
Stoffe möglichst vollständig zu gewinnen. Als Extraktionsmittel wähl- 
ten wir Äther, weil nicht alle Barbitale und vor allem auch deren Um- 
wandlungsprodukte in Chloroform gleich gut löslich sind. Das von 
G. ScHMipT vorgeschlagene Äthylacetat ist zwar für die Extraktion der 
stärker polaren Metaboliten gut geeignet, extrahiert jedoch wesentlich 
größere Mengen harnpflichtiger Stoffe, so daß die notwendige Reinigung 
der Extrakte oft Schwierigkeiten bereitet. 

Von einer Vorreinigung des alkalisch gemachten Harnes haben wir 
mit Rücksicht auf mögliche Verluste an unveränderten Barbitalen ab- 
gesehen. Wir fanden z.B., daß bei py 10 noch der größte Teil der un- 
veränderten Substanz mit Äther extrahierbar ist. Demgegenüber zeigten 
vergleichende Extraktionsversuche mit wäßrigen Barbitallösungen glei- 
cher Konzentration das interessante Ergebnis, daß eine Extraktion bei 
po 10 nicht mehr stattfindet. Die Harninhaltsstoffe bewirken somit 
wesentlich veränderte Extraktionsbedingungen, worauf bei Modell- 
versuchen unbedingt Rücksicht zu nehmen ist. 

Die bei der Extraktion des sauren Harnes in das Lösungsmittel über- 
gehenden harnpflichtigen Stoffe (vorwiegend Carbonylverbindungen, 
lipoidartige und phenolische Körper, Indican, Steroide, Harnfarbstoffe) 
können den chromatographischen Vorgang recht erheblich beeinflussen. 
Auf den Startfleck aufgebrachte Begleitstoffe verhindern die rasche und 
vollständige Extraktion der Substanzen durch die mobile Phase und 
können auch die Verteilungsvorgänge wesentlich beeinflussen, so daß 
als Folge Schwanzbildungen und R,-Verschiebungen auftreten. An den 
unteren Rändern der sichtbar gemachten Substanzen kann man mitunter 
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kreisförmige Einbuchtungen erkennen, die von einem nicht sichtbar ge- 
wordenen Begleitstoff herrühren, der sich in den Barbituratfleck hinein- 
schiebt. Schließlich können Störsubstanzen mit unspezifischen Sprüh- 
reagentien in ähnlicher Weise reagieren wie die gesuchten Stoffe. 

Aus den erwähnten Gründen ist eine zweckentsprechende Reinigung 
der Extrakte eine Vorbedingung für die papierchromatographische 
Identifizierung. Bei den vorliegenden qualitativen Untersuchungen hat 
sich am besten das schon von R. FıscHER angegebene Verfahren mit 
Bleiacetatlösung und Aktivkohle bewährt. Der dem Perforator ent- 
nommene Ätherextrakt wurde zunächst mit einem Fünftel seines Volu- 
mens mit 10%iger Bleiacetatlösung ausgeschüttelt, dann mit Natrium- 
sulfat getrocknet und nach Zusatz von 0,1 g feinpulveriger Aktivkohle 
(Carbo activatus puriss. siccus, Merck) auf etwa 100 ml Äther filtriert, 
oder auch durch ein nach R. Dersicer mit Aktivkohle und saurem 
Aluminiumoxyd beschicktes Röhrchen gesaugt. Das Volumen der Blei- 
acetatlösung wurde klein gewählt, um die Verluste der leichter wasser- 
löslichen Umwandlungsprodukte gering zu halten. Durch die Adsorption 
an Aktivkohle treten zwar geringe Verluste ein, doch ist dies bei quali- 
tativen Untersuchungen im Hinblick auf den guten Reinigungseffekt 
ohne Belang. Die Rückstände der Ätherextrakte wurden in Methanol 
gelöst und aliquote Teile dieser Lösungen auf die Startlinien der Papier- 
streifen gebracht. 


II. Papierchromatographie der Barbitale und ihrer Ausscheidungsprodukte 

Von den für die papierchromatographische Auftrennung der unverän- 
dert ausgeschiedenen Barbitale angegebenen zahlreichen Lösungsmittel- 
systemen (V. M. Patmreri u. C. Romano; E.J. Avcert u. J.T. WALKER; 
G. HüBner u. E. Prem; C. Rresetie u. H. Burmeister; R. Deisıs- 
GER, M. PöHm u. M. Wicutt; W. Mourscuvutz; R. SEIFERT) ist nach 
unserer Erfahrung das von SEIFERT entwickelte, aus Butanol-Chloro- 
form-Ammoniak (25%) (120:55:25) bestehende Gemisch am besten 
geeignet. Im Vergleich zu den anderen ammoniakalischen Laufmitteln 
sind hier die Barbitale ziemlich gleichmäßig über die Laufstrecke ver- 
teilt. Bei dem aus Butanol-Amylalkohol (Hüßser-PreiL) bestehenden 
Gemisch liegen die R,-Werte näher beieinander im Mittelteil und bei 
dem Gemisch Isopropanol-Chloroform (DEINISGER) mehr im oberen Teil 
der Laufstrecke, wodurch die Flecken mit den höheren R,-Werten weniger 
gut begrenzt sind. 

Die Ausbildung und die R,-Schwankungen der Flecken können bei 
dem Verfahren nach SEIFERT noch weiter verbessert werden, wenn die 
Dauer der Klimatisierung des Papiers in der mit den Dämpfen beider 
Phasen gut gesättigten Atmosphäre auf 12—16 Std (über Nacht) ver- 
längert wird. Weitere Vorteile hat uns die Verwendung des weniger 











88 E. Vıpıc und K. GoEBEL: 


saugfähigen Papiers Schleicher u. Schüll Nr. 2045 bM gebracht. Eine 
gute Kammersättigung wird durch Einlegen von Papierstreifen für die 
wäßrige Phase und Anbringung einer Schale mit der organischen Phase 
im oberen Teil des Gefäßes erreicht. 

Trotz dieser Vorkehrungen neigen die R,-Werte zu einer erheblichen 
Streuung (bis 0,08), worauf schon G. Scumipt eingehend hingewiesen 
hat. Es ist deshalb die gleichzeitige Mitentwicklung von Testgemischen 
aus 2—3 Substanzen noch unentbehrlich. 

Gesonderte Untersuchungen zeigten, daß die R,-Schwankungen 
hauptsächlich durch Verschiedenheiten in den aufgetragenen Substanz- 
mengen verursacht werden. Für die alkalischen Systeme gilt dabei allge- 
mein die Regel, daß steigende Substanzmengen auch einen Anstieg der R,- 
Werte bewirken. Anschaulich ist dies aus dem in Tabelle 1 dargestellten 
Beispiel des Nachweises von Cyclohexenyl-äthyl-barbitursäure (Phano- 
dorm) und seiner Metaboliten (P 1, P 2, P3 und P 4) mit dem System 
nach DEININGER ersichtlich. Es wurden 10—40 ml eines Phanodorm- 
Harnes extrahiert und die gesamten Extraktionsrückstände entwickelt. 

Als Erklärung dieser Erscheinung 
Tabelle 1. Abhängigkeit der R,-Werte könnte man sich vorstellen, daß die 


von der Substanzmenge in 2 
9 stationäre Phase als Cellulose-Was- 


System: Isopropanol-Chloroform- 


NH, (25%) 45:45:10 ser-Komplex (nach C. Haxes et al. 
NH, (25%) 45:45:10. 


und L. Horner et al.) in der Am- 























Ry-Werte ° = a . 
Harn- moniakatmosphäre in zu geringer 
menge wh: . ° . +) . 
, | PtP? | P3|P4 po" Schichtdicke ausgebildet ist, so daß 
m r " Pos . . 
ihr Aufnahmevermögen für die dis- 
10 — 10,25 |0,30 |0,37 | 0,66 soziierten Barbitale herabgesetzt ist. 
U 5 C 36 B 
20 ~ 10,25 | 0,30 | 0,39 | 0,66 Bei erhöhter Substanzmenge wird 
30 10,06 | 0,25 |0,32)0,41| 0,68 ‘ re 
40 | 0,12 | 0,34 | 0,38 | 0,43 | 0,73 daher die Wanderungsgeschwindig- 


keit nicht allein durch die Verteilungs- 
vorgänge zwischen den beiden Phasen bestimmt sein. Es können dann 
andere Einflüsse, so etwa die Langmuirsche Adsorption, zur Wirkung 
kommen. 

Aus der Erkenntnis dieser Zusammenhänge ergibt sich somit, daß 
den R,-Werten nur dann ein bedingter Aussagewert zukommt, wenn die 
Mengen der untersuchten Substanz und der Testsubstanz annähernd 
gleich sind. Infolge der beträchtlichen Zahl der sich in ihren Eigen- 
schaften wenig unterscheidenden Barbitale und der dadurch bedingten 
relativ geringen R,-Unterschiede sind aber, auch bei Anwendung anderer 
bekannter Lösungsmittelgemische, in vielen Fällen eindeutige Aussagen 
nicht mehr möglich. Man ist daher allgemein dazu übergegangen, die 
Metaboliten zur Identifizierung heranzuziehen. Dabei hat man sich bis- 
her fast ausschließlich der für den Nachweis der unveränderten Barbitale 
entwickelten Lösungsmittel bedient. Die gegenüber den Barbitalen 











Renale Ausscheidungsprodukte von Schlafmitteln 89 


stark veränderten Eigenschaften der Metaboliten, vor allem ihre wesent- 
lich größere Wasserlöslichkeit und der höhere Dissoziationsgrad in den 
basischen Laufmitteln, bewirken eine starke Herabminderung ihrer 
Wanderungsgeschwindigkeit, so daß sie auf einer relativ kurzen Strecke 
im unteren Teil der Chromatogramme nur mangelhaft aufgetrennt 
werden. 

Bei dem System nach SEIFERT liegen die Umwandlungsprodukte bis 
auf eines der N-Methyl-eyclohexenylmethylbarbitursäure im unteren 
Drittel der gesamten Laufstrecke und können hier auch mit unverändert 
ausgeschiedenen Substanzen verwechselt werden. Nicht viel günstiger 
sind die Verhältnisse bei dem Laufmittel nach Deinısser. Im Lösungs- 
mittel nach Monrscuvtz bleibt wohl ein großer Teil der Umwandlungs- 
produkte hinter den unveränderten Substanzen zurück, doch zeigen be- 
sonders ihre höheren R,-Werte beträchtliche Streuungen. 

Um zu einer besseren Abtrennung der Metaboliten zu gelangen, ver- 
wendeten G. SCHMIDT und auch A. DRESSLER, M. MÜLLER u. H. ScHöx- 
FELD saure Lösungsmittelsysteme. Infolge der Benutzung stark polarer 
Lösungsmittel und zwar Butanol- Ameisensäure-Wasser, 12:1:7 (SchmıpT) 
sowie Äthylacetat-Eisessig-Wasser, 10:4:2 (DressLer u. Mitarb.) liegen 
dabei die R,-Werte der undissoziierten Substanzen nur in den oberen 
Teilen der Laufstrecken. 

Zur Verbesserung der Identifizierung wurden daher Versuche unter- 
nommen, um eine Verteilung der Umwandlungsprodukte auf einem 
möglichst großen Abschnitt des unteren Teils der Laufstrecke und ihre 
Abtrennung von den in einem kleinen oberen Abschnitt zusammen- 
gedrängten unveränderten Barbitale zu bewirken. Die Herabdrük- 
kung der R,-Werte der stärker polaren Metaboliten war nur durch Zu- 
mischung apolarer Lösungsmittel zu der beweglichen Phase zu erreichen. 
Die Erfahrung lehrte jedoch (vgl. E. Vıpıc 1959), daß ein solcher Zusatz 
ein Auslaufen der Startflecken bei der Klimatisierung und Schwanz- 
bildungen beim Entwickeln verursacht. Diesen schädlichen Einflüssen 
konnte aber, ähnlich wie bei der Papierchromatographie der barbitur- 
säurefreien Sedativa mit Benzin-Butanol, durch eine vorhergehende 
Hydratisierung der Papierstreifen in einer reinen, mit Wasserdampf ge- 
sättigten Atmosphäre, wirksam begegnet werden. Die dadurch stärker 
ausgebildete stationäre Phase führte zu einer besseren Verteilung und 
damit zu gut ausgebildeten Flecken, ohne daß es notwendig war, das 
Papier mit fremden die spätere Detektion störenden Stoffen zu impräg- 
nieren. 

Als apolares Lösungsmittel eignete sich am besten Toluol und zwar 
in folgendem Mischungsverhältnis: Toluol: Butanol : Eisessig : Wasser 
9:2:4:5. Entwickelt wurde aufsteigend auf Schleicher & Schüll-Papier 
Nr. 2045 bM. 
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Um eine gute Konstanz der R,-Werte zu erzielen, ist eine vollständige Sättigung 
der Kammeratmosphäre mit beiden Phasen erforderlich. Für die wäßrige Phase 
werden Filtrierpapierstreifen eingelegt, während die ausreichende Sättigung mit 
der organischen Phase bei 40 cm hohen Gefäßen das Vorhandensein des flüssigen 
Lösungsmittels auch im oberen Teil der Kammer verlangt. Zu diesem Zweck wurde 
die gläserne Tragvorrichtung für die Papierstreifen so ausgebildet, daß unterhalb 
des Deckels noch eine Petrischale aufgelegt werden konnte, die durch das Führungs- 
rohr der Haltevorrichtung mit der organischen Phase beschickt wurde. Nach dem 
Auftragen der Substanzen auf die Startlinie erfolgt die Sättigung des Papiers mit 
Wasserdampf zweckmäßig über Nacht. Danach werden die Streifen rasch in die 
eigentliche Kammer übertragen und nach etwa 30 min in die organische Phase 
getaucht. Die Dauer der Entwicklung beträgt etwa 6 Std. In dieser Zeit soll das 
Lösungsmittel 24—28 cm hoch laufen. Die Front wird unter der UV-Lampe sicht- 
bar gemacht. 

Einen Überblick über die Verteilung der einzelnen Metaboliten der 
wichtigsten Barbitale über die Laufstrecke geben die Tabelle 2 sowie 
die Abb. 1. Die in der Tabelle 2 verzeichneten R,-Werte stellen die Mittel- 
werte der aus je 8—12 Harnproben extrahierten Substanzen dar. Es 


Tabelle 2. R,-Werte der Ausscheidungsprodukte im System Toluol- Butanol-Eisessig- 
Wasser (9:2:4:5) 























Ausscheidungsprodukte 
FL.  .— Name Synonym ee pt nn. onen 
Substanz) 1 | 2 | 3 4 5 
- 
| | 
5,5-Diäthylbarbitursäure . Veronal 0,65 | | | | 
| | | 
5,5-Phenyläthylbarbitur- | | | 
Be Fs hat a Luminal (L) 0,83 | 0,39 | 0,73 
5,5-Cyclohexenylbarbitur- | 
siure .... » . . . | Phanodorm (P) | 0,87 | 0,12 | 0,30 | 0,46 | 0,52 | 0,73 
5-Cyclohexenyl-1,5-dime- | 
thylbarbitursäure . . . Evipan (E) 0,91 | 0,20 | 0,30 | 0,46 | 0,60 | 0,80 
5,5-Cycloheptenyl-äthyl- | 
barbitursäure . . . . | Medomin (M) 0,85 | 0,27 | 0,37 | 0,53 
5,5-Isopropyl-ß-bromallyl- 
barbitursäure . . . . Noctal (N) 0,85 0,15 10,31 | 0,40 | 0,53 
5,5-sek. Butyl-ß-brom- 
allylbarbitursäure . . . | Pernocton (Pe)| 0,87 | 0,24 | 0,47 | 0,56 | 0,70 
5,5-Diallylbarbitursäure . Dial 0,75 | 
5,5-Cyclopentenylallyl- | 
barbitursäure . . . . | Cyelopal (C) 0,85 | 0,26 | 0,39 | 0,56 
5,5-Piperidino-äthyl- | | 
barbitursäure ... . Eldoral 0,42 | 











handelt sich hierbei durchweg um die bis zu 16 Std nach der peroralen 
Einnahme therapeutischer Dosen der Barbitale gesammelten Harn- 
proben, deren Gesamtmenge in jedem Einzelfall wie oben beschrieben 
perforiert wurde. In der Tabelle 2 und auch in Abb. 1 sind sämtliche 
bei den einzelnen Präparaten überhaupt gefundenen Metaboliten 
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verzeichnet. Für die forensische Beurteilung könnten sich daraus Miß- 
verständnisse ergeben, weil nicht in jeder Harnprobe und in jedem Zeit- 
punkt alle für ein bestimmtes Barbital möglichen Umwandlungsprodukte 
nachzuweisen sind. Um dies zum Ausdruck zu bringen, sind daher in 
der Abb. 1 der ,,.Normenchromatogramme für die 16 Std-Harnproben 
angenäherte relative Mengenangaben der Metaboliten enthalten, die 
auch Hinweise für die Wahrscheinlichkeit des Auftretens der einzelnen 
Motaboiiten veruitbein. Rf System: Toluol: Eisessig: Butanol: Wasser=9:4:2:5 
Dies ist so zu verstehen, 70} — - 

daß z.B. die in Mengen a|o | | 
unter 20 y in dem unter- | lO|O ololinial | 
suchten Teil des Harn- 4%} |\® 
extraktes gefundenen und 71 'o| ww 
in das Normenchromato- | 

















gramm aufgenommenen rie ® | Bie 
Metaboliten in manchen PR 8 0 | 0 | 
Harnproben auch ganz a. Ö e 2 Q 
fehlen können, und daß u | | 0 0 | 
16 Std nach der Medika- 4}+/0/|@% @ Pi ®@ | 
tion auch manchmal nur = g4|_| g @ | | | 
die in der größten Kon- | I/®1| 

2 . OT | © | 1 I 
zentration verzeichneten | | | 

T n it 

v rer greet 0 tint = u. "Hee lem Dias We Ver Be 
vorhanden sind. So wer- dorm Medal Sal min nal 


den sich beispielsweise bei 
Phanodorm stets die Me- 
taboliten Nr. 2 und 3 nach- 
weisen lassen, wahrend 
Nr. 4 weniger haufig und 
Nr. 1 und 5 im allge- 
meinen nur nach guter Extraktion durch Perforation und in gut ge- 
reinigten Extrakten zu finden sein werden. Analog gilt dies auch fir 
die anderen Barbitale. 

Die Lage der unverändert ausgeschiedenen Barbitale wurde in allen 
Chromatogrammen der Abb. | angegeben, obwohl diese Substanzen nicht 
in allen Fällen vorhanden waren. Die eingezeichneten Flecken sollten 
nur die Scheidung von den Metaboliten erkennen lassen. Diese Abtren- 
nung der unveränderten Stoffe wird nur in geringem Maße durch Di- 
allylbarbitursäure und Diäthyl- sowie Piperidin-athylbarbitursäure ge- 
stört, also durch Substanzen, nach deren Einnahme bisher renale Um- 
wandlungsproduckte nicht festzustellen waren (abgesehen von der 
N-Methyl-diäthylbarbitursäure nach DEININGER, die wir in keinem Falle 
Während Eldoral eine geringe Rolle spielt, ist 


poets a Stoffronzentrationen - 
(0) = unveränderte Substanz O&-ma-wr 
()) -66 ay @ - ster wy 


Abb. 1. Normenchromatogramme der Barbitale und 
ihrer Abbauprodukte. Detektion mit Hg(I)-Nitrat 





nachweisen konnten). 
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jedoch die Diäthylbarbitursäure infolge des Fehlens von Metaboliten 
mit Sicherheit nachzuweisen (vgl. dazu Kapitel A/V). 

Außer der weitgehenden Abtrennung der Metaboliten und deren 
Unterscheidbarkeit infolge der erheblichen R,-Differenzen, die die Zu- 
ordnung des chromatographischen Bildes zu einem bestimmten Barbital 
ermöglicht, besitzt das gewählte System den Vorteil, daß die Streuung 
der R,-Werte geringer ist als bei den alkalischen Laufmitteln. Die auf- 
getragene Substanzmenge beeinflußt die R,-Werte in geringem Ausmaße 
und in umgekehrter Richtung in der Weise, daß ihre Vergrößerung eine 
Senkung des R, bewirkt. An einem Beispiel mit Diäthylbarbitursäure, 
bei dem Mengen von 20—300 ug chromatographiert wurden, zeigte sich, 
daß die R,-Werte zwar von 0,68 bis auf 0,60 absanken, daß aber die 
obere Fleckenbegrenzung in gleicher Höhe lag. Bei erheblich vergrößerter 
Substanzmenge ist somit eine Orientierung gegenüber dem Test nach der 
oberen Fleckengrenze möglich. Das Laufmittel ist verhältnismäßig tem- 
peraturunempfindlich und längere Zeit (je nach der Benutzung) ver- 
wendbar. 


Zu Abb. 1 wäre erläuternd noch hinzuzufügen, daß die unveränderten 
Barbitale nach der Harnperforation bei Luminal, Phanodorm, Noctal 
und Pernocton stets nachweisbar waren. Bei Evipan wurde die un- 
veränderte Substanz nur in der Hälfte der Fälle und bei Medomin und 
Cyclopal in rund 70% der Harnproben gefunden. Zum Unterschied zu 
den Systemen mit Ammoniak wurde infolge der besseren Trennfähigkeit 
des sauren Laufmittels bei Phanodorm, Evipan, Noctal und Pernocton 
um je ein Umwandlungsprodukt mehr festgestellt. 


III. Zeitpunkt des Auftretens der Ausscheidungsprodukte 
im Harn 


Versuche an gesunden Personen, die wenigstens 3 Tage vorher keine 
anderen Medikamente eingenommen hatten, haben gezeigt, daß nach 
peroraler Zufuhr therapeutischer Dosen von Barbitalen alle unverändert 
ausgeschiedenen Stoffe bereits nach 1 Std im Harn erscheinen. Unter 
den in Tabelle 2 angeführten Substanzen war nur Evipan nach der 
3. Std kaum mehr nachweisbar. Alle übrigen unveränderten Stoffe 
wurden noch bis zu der auf 16 Std ausgedehnten Untersuchungsdauer 
stündlich festgestellt. 


Bei Evipan konnten schon 30 min nach der Medikation alle 3 Haupt- 
abbauprodukte gefunden werden. Die Hauptabbauprodukte von Phano- 
dorm, Medomin und Cyclopal traten nach 1 Std auf, diejenigen von 
Noctal nach 2 Std und das Umwandlungsprodukt von Luminal deutlich 
erst nach 3 Std. 
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Zur Feststellung individuell bedingter Unterschiede im Ausscheidungs- 
modus wurden uns von G. RommEney! Harnproben zur Verfügung ge- 
stellt, die bei Untersuchungen über das Reaktionsvermögen nach Ein- 
nahme von Phanodorm von 15 ärztlich begutachteten Personen erhalten 
wurden. Die Harnabnahmen erfolgten nach '/,, 1, 2, 4 und nach 6 Std. 
Verabreicht wurden pro Person 0,3 bzw. 0,6 g Phanodorm per os. Kurz 
zusammengefaßt war folgendes festzustellen: 

a) Im Mengenverhältnis der Umwandlungsprodukte zur ausgeschiede- 
nen unveränderten Substanz waren deutliche Schwankungen wahrzu- 
nehmen. Dagegen waren kaum Unterschiede im zeitlichen Auftreten 
der Hauptabbauprodukte erkennbar (P 2 und P 3). 

b) Nach Ablauf von 3—4 Std war jedesmal ein starkes Absinken des 
Gehaltes an unveränderter Substanz zugunsten der Umwandlungs- 
produkte zu beobachten. Bei der kleineren Dosierung von 0,3 g unter- 
liegen die Gehalte an unverändertem Phanodorm in den ersten Stunden 
erheblichen Schwankungen. 

c) Abgesehen von einem Fall waren die Mengen des Umwandlungs- 
produktes P 3 (R, 0,46) stets deutlich größer als von P 2 (R, 0,30). 

d) Bei gleichzeitiger Anwesenheit der der Umwandlung kaum zu- 
gänglichen, langwirkenden Diäthylbarbitursäure neben Phanodorm, 
treten 1—5 Std nach der Einnahme im Harn nur Phanodorm und seine 
Abbauprodukte auf, während die Ausscheidung der Diäthylbarbitur- 
säure erst nach etwa 6 Std beginnt. Die Ausscheidung eines Barbitals 
kann somit durch die Anwesenheit eines zweiten wesentlich leichter an- 
greifbaren Barbitals eine gewisse Zeit zurückgedrängt werden. 


IV. Identifizierung der Ausscheidungsprodukte durch Farbreaktionen 

Zur Unterstützung der Unterscheidung der papierchromatographisch 
isolierten Stoffe wurde nach Möglichkeiten charakteristischer Detek- 
tionen gesucht und eine größere Anzahl geeignet erscheinender Reaktio- 
nen überprüft. 

Als allgemeines Reagens mit sehr empfindlicher Anzeige (5—10 ug) 
bei N-methylierten Derivaten (30—50 ug) aber geringer Spezifität ist 
Hg-I-nitrat (DEININGER 1955) zweifellos sehr geeignet. Mit seiner 1%igen 
wäßrigen Lösung kann die größte Zahl der Umwandlungsprodukte er- 
faßt werden, so daß die Detektion mit anderen Reagentien auf die Hg- 
positiven Substanzen bezogen wurde. Außer den unveränderten Barbi- 
talen, wurden die Hauptabbauprodukte folgender Barbitale getestet. 
Evipan (E 3, E 4), Phanodorm (P 2, P 3), Medomin (M1, M2, M3), 
Cyclopal (C 1, C 2), Noetal (N 2, N 3, N 4) und Luminal (L 1). 

1 Für die Überlassung der Harnproben sei Herrn Prof. Dr. Rommeney, Leiter 
des Landesinstitutes für gerichtliche und soziale Medizin, Berlin NW 40, auch an 
dieser Stelle bestens gedankt. 
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Bei den nachfolgend beschriebenen und in den Tabellen 3 und 4 an- 
geführten Reagentien handelt es sich um unverändert aus der Literatur 
übernommene, aber auch um solche, die nach eigenen Versuchen zu- 
sammengesetzt wurden. 


Kobaltamin-Reagens. Die trockenen Papiere werden mit einer 1%igen Lösung 
von Co(NO,), in Methanol besprüht, mit dem Föhn getrocknet und mit i-Propyl- 
amin geräuchert. Bei Verwendung von i-Propylamin (Kopranyı) als basischer 
Komponente verläuft die Reaktion am empfindlichsten. Noch 20—50 ug der Bar- 
bitale und ihrer Umwandlungsprodukte können sichtbar gemacht werden (N- 
methylierte Stoffe über 50 ug). Die gegenüber Hg-I-Nitrat größere Spezifität der 
Reaktion beruht zum großen Teil darauf, daß die Erfassungsgrenze vieler gleichfalls 
reagierender Stoffe weit höher liegt (Kopranyı u. Mitarb.). Doriden, Persedon, 
Nirvanol (Phenyläthylhydantoin), Nocturetten (Bromdiäthyl-isopropyl-acetyl- 
carbamid) reagieren ähnlich wie die Barbitale. 

Quecksilber-II-Chlorid und Diphenylcarbazon. Man besprüht mit einer 1%igen 
äthanolischen Lösung von HgCl, und nach dem Trocknen mit einer 0,1%igen 
Diphenylcarbazonlösung. Es erscheinen weiße oder rosa gefärbte Flecken auf blau- 
violettem Untergrund (Preuss und Korr 1958, Curry). Nach einigen Tagen treten 


Tabelle 3. Farbreaktionen der unveränderten Barbitale 














Angewandte Reagentien 
Barbital- + . 
ee Hg(I)-Nitrat Nitrat! Don. Hech.| Salat KMn0,°* A 
Veronal + - oe (+) ! 
grau— braun weiß — rosa rosa rot 
Luminal ! 4 4 + 
hell— grau weiß — rosa blauweiß rot 
Prominal - (+) (+) (+) + | (+) 
grau rosa blau — weiß | rot 
Phanodorm == | (+) | (+) (+) t 
bräunlichgrau rosa | rosa rot 
Evipan + (+) (+) (+) | (+) 
grau weiß — rosa rot 
Medomin + (+) | (+) 4 
bräunlichgrau rosa | rosa rot 
Noctal : (+) | ! 
bräunlichgrau rosa blau— weiß rot 
Pernocton + + (+) } ; 
grau rosa blau— weiß rot 
Dial 4 + ! : 
grau— braun weiß — rosa blau— weiß orange 
Cyclopal = + - | : +! + 
grau weiß — rosa |blau— weiß orange 
Eldoral + | (+) (+) 4 
grau—braun | weiß —rosa rosa orange 














1 Blauviolette Flecken auf weißem Untergrund. 
? Auf blauviolettem Untergrund. 
3 Weiße Flecken auf zart rosa Untergrund. 
4 Auf blaß rotviolettem Untergrund. 
5 Auf blaßrosa Untergrund; != sofortiger Eintritt der Reaktion. 
Die Goldchloridreaktion, bei der weiße Flecken auf braungrauem Untergrund 
entstehen, entspricht in der Empfindlichkeit der Ag(I)-Nitrat-Reaktion. 
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die Flecken dunkelblau auf hellblauem Untergrund hervor. Die untersuchten Um- 
wandlungsprodukte reagierten durchweg positiv, die Barbitale nicht gleich stark. 
Die Empfindlichkeit ist deutlich geringer als bei Hg-I-Nitrat. 
Quecksilber-II-Chlorid und Eosin. Die für die Detektion von Purinen und Pyr- 
imidinen von Z. Papr angegebene Durchführung der Anfärbung ist für Barbitale 
nicht geeignet. Es wurde jedoch festgestellt, daß auch Barbitale sichtbar gemacht 
werden können, wenn das Reagens (3,25 g HgCl, und 0,02 g Eosin in 10 ml Äthanol) 


Tabelle 4. Reaktionen der Barbital- Metaboliten 





Phano- , . Lu- 
Evipan duns Medomin Cyclopal Noctal mi- 
Farbreaktionen - nal 





E3| e4}P2|Pp3] M1) 2\ 3} ıle2 xelnsinaluı 
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Hg(l)-Nitrat (1) t t t | 
Co(II)-Nitrat (2) 4 + (+) 
HgCl,-Diphenyl- t t | 
carbazon (3) | 

HgCl,-Eosin (4) 
CuSO,-Pyridin (5) | 
Ag(I)-Nitrat (6) + 1(+) | 
Au’III)-Chlorid (7) (+) | 
K-Permanganat (8) N | 
D-P-Hydrazin (9) | | 
Dinitrobenzol (10) } | t 
P-Molybdän- t + H(+)] (+) 

| 

| 

| 














säure (11) 
Sb(I1T)-Chlorid (12) 























gleichmaBig und sehr schwach auf das trockene Papier aufgespriiht wird. Die Sub- 
stanzen erscheinen als weiße Flecken auf rosa getöntem Untergrund. 5 wg Barbital 
sind noch nachweisbar. (N-methylierte 40—50 ug.) Verunreinigungen aus dem 
Harn werden kaum angezeigt. Die Metaboliten können mit dem Reagens ebenfalls 
sichtbar gemacht werden, bis auf N 2 und C 2, die erst in Mengen über 100 ug 
reagieren. 

Kupfersulfat-Pyridin. Die Zwickersche Reaktion wurde durch die Anfärbung 
der Barbital-Komplexe mit Diphenylcarbazon für die Detektion der papierchromato- 
graphisch isolierten Substanzen brauchbar gemacht. Die folgende Ausführung der 

teaktion lieferte deutlich blaue Flecken der Barbitale auf rot violettem Untergrund. 

Die trockenen Papierstreifen werden | min in einer Lösung von 0,2g CuSO, 
und 2 ml Pyridin in 100 ml Wasser schwach bewegt, dann ausgewaschen und bei 
100° getrocknet. Darauf wird zunächst die Rückseite des Papiers schwach, dann 
die Vorderseite stärker mit einer 0,1%igen äthanolischen Lösung von Diphenyl- 
carbazon angesprüht. Die Barbitale werden hierbei als blaue Flecken auf rot- 
violettem Untergrund sichtbar. Nach einigen Minuten erscheinen die blauen 
Flecken weiß auf blauviolettem Untergrund. Infolge der unterschiedlichen Neigung 
zur Komplexbildung zeigen die einzelnen Barbitale kleine Farbunterschiede. 
Evipan reagiert gar nicht. 

Die untersuchten Umwandlungsprodukte reagieren bis auf C 2 des Cyclopals 
durchweg negativ. Hier liegt eine Möglichkeit vor, unveränderte Barbitale von 
ihren Abbauprodukten zu unterscheiden. 

Silbernitrat- Kaliumdiehromat. Recuera und Asımov haben für den 
Nachweis von Purinderivaten die Bildung von Silberdichromatkomplexen 
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herangezogen. Das auf dem Papier gebildete überschüssige Silber- 
dichromat wird in verdünnter Salpetersäure gelöst, wodurch die un- 
löslichen Purinkomplexe in roter Färbung hervortreten. Unter diesen 
Bedingungen ist das Reagens für die Barbitale nicht brauchbar, weil 
ihre Ag-Komplexe in verdünnter Salpetersäure löslich sind. Durch Um- 
setzung des Silberdichromates des Untergrundes mit methanolischer 
Natriumhydroxydlösung bleiben jedoch die Barbitalkomplexe in roter 
Farbe erhalten, während die rote Färbung des Papiers infolge der Bil- 
dung von Natriumdichromat und Silberhydroxyd nach schwach grün- 
gelb umschlägt. An der Luft dunkeln die Papiere unter Bildung von 
Silberoxyd bzw. Silbersulfid nach. 

Nach den bisherigen Versuchen hat sich die folgende Arbeitsvor- 
schrift bewährt. Die gut getrockneten Papiere werden durch eine Lösung 
bestehend aus 100 ml Aceton, 2 ml Wasser und | ml einer Silbernitrat- 
lösung, die in I ml 0,7g Ag NO, enthält, langsam hindurchgezogen. 
Nach erneutem Trocknen des Papiers wird mit einer 0,5%igen wäßrigen 
Kaliumdichromatlösung besprüht, so daß die große Fläche gleichmäßig 
rot gefärbt erscheint. Das noch feuchte Papier besprüht man schwach 
und gleichmäßig mit einer 0,5 n-methanolischen Lösung von Natrium- 
hydroxyd bis der Untergrund nach einigen Minuten eine gelbgrünliche 
Färbung annimmt. Die Komplexe mit den Barbitalen und ihren Ab- 
bauprodukten bleiben hierbei unverändert und deutlich sichtbar rot 
(bzw. orange) gefärbt. 

Bei den N-methylierten Barbitalen ist die Fähigkeit zur Komplex- 
bildung wesentlich abgeschwächt, so daß die Empfindlichkeit der Detek- 
tion deutlich geringer ist. 

Die positiven Reaktionen aller Metaboliten zeigen, daß der Trioxy- 
pyrimidinring in diesen Substanzen erhalten geblieben ist. Von den 
Abbauprodukten des Evipans gibt E4 eine schwache Reaktion (N- 
Methyl-Gruppe), während E 3 deutlich reagiert. C 1 des Cyclopals färbt 
sich orange, was auf die erhalten gebliebene Doppelbindung in der Seiten- 
kette schließen läßt. 

Goldehlorid-Natronlauge. Eigene Untersuchungen zeigten, daß auch 
Gold zu Komplexbildungen mit Barbitalen und anderen Sedativa be- 
fähigt ist. Die Reaktionen mit Goldsalzen sind sehr empfindlich und 
sind auch, im Gegensatz zu den anderen Anfärbemethoden auf Papieren 
durchführbar, die mit Pufferlösungen imprägniert wurden. 

Die trockenen Papierstreifen werden erst mit einer 2%igen äthanoli- 
schen Natronlauge übersprüht. Danach besprüht man mit einer Lösung, 
die 15 Tropfen einer 50%igen wäßrigen Goldchloridlösung in 20 ml Ace- 
ton enthält. Die mit dem Silberreagens positiv reagierenden Substanzen 
werden hierbei als weiße Flecken auf einem braun-grauem Untergrund 
sichtbar. 
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Spezielle, fiir die Erkennung der Metaboliten verwendete Reagentien 


Mit der Erprobung von speziellen Reagentien wurde der Zweck ver- 
folgt, eine nähere Kennzeichnung der vermuteten Molekülveränderungen 
zu ermöglichen. Es kamen hierbei nur solehe Reagentien in Betracht, 
die möglichst schwach auf gleichzeitig isolierte harnpflichtige Stoffe 
(Phenole und Ketone) ansprechen. Die Ergebnisse der Reaktionen sind 
in Tabelle 4 angeführt. 

Kaliumpermanganat. Die Papiere werden mit einer 0,02%igen Lösung von 
Kaliumpermanganat in Aceton besprüht (ALcGERI u. WaLkerR; ProcHazka; Ro- 
MANO). Der größte Teil der Abbauprodukte reagiert deutlich reduzierend, indem 
sich gelbe bis hellgrün gefärbte Flecken auf schwach violett getöntem Untergrund 
bilden. Bemerkenswert ist die positive Reaktion des Abbauproduktes Luminal. 

Dinitrophenylhydrazin. Zum Nachweis der Carbonylgruppen in den 
Seitenketten der Barbitalmetaboliten wird das Reagens in der gleichen 
Form verwendet wie für den Nachweis der Morphinone und Codeinone 
(E. Vıpıc 1957). Die Chromatogramme werden mit einer gesättigten 
Lösung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 50%iger Trichloressigsäure 
(1 Teil H,O und 1 Teil Trichloressigsäure) besprüht. Ketokörper er- 
scheinen als rot-orange gefärbte Flecken auf gelbem Untergrund. Die 
Reaktion ist in dieser Form mit den Carbonylverbindungen unter den 
Metaboliten besonders empfindlich. Als Ketoprodukte wurden identi- 
fiziert: Phanodorm P 3, Evipan E4, Medomin M 3 und Cyclopal C 2. 

Das Reagens kann ohne Einschränkung bei der Harnanalyse zur 
Detektion verwendet werden, da Störungen durch harnpflichtige Stoffe 
nicht auftreten. 

m-Dinitrobenzol-Kalilauge. Dieses Reagens auf Ketokörper stammt 
von FUKUSHIMA u. Mitarb. und wurde für die Detektion der Ketosteroide 
von Haskins u. Mitarb., KrrrscHevsky und TiseLivs, SCHINDLER und 
REICHSTEIN, und JENSEN verwendet. Mit den Carbonylgruppen ent- 
haltenden Metaboliten gibt dieses Reagens ebenfalls positive Reaktionen. 
Die Empfindlichkeit der Reaktionen ist etwas geringer als mit dem 
Dinitrophenylhydrazin-Reagens. Die Acetonylgruppierung der Um- 
wandlungsprodukte von Noctal und Pernocton konnte aber weder mit 
m-Dinitrobenzol noch mit dem Dinitrophenyl-Reagens sichtbar ge- 
macht werden. 

Störungen durch harnpflichtige Stoffe können bei der Detektion mit 
m-Dinitrobenzol vorkommen, wenn nicht sorgfältig gereinigte Auszüge 
verwendet werden. Ebenso wird unverändertes Noludar (2,4-dioxo-3,3- 
diäthyl-5-methylpiperidin), wie DRESSLER gezeigt hat, mit m-Dinitro- 
benzol-KOH rotviolett gefärbt. Bei der Durchführung der Reaktion 
auf dem Papier wird so verfahren, daß erst mit 2%iger m-Dinitrobenzol- 
lösung in Methanol und nach dem Verdampfen des Methanols, mit einer 
2,5 n-wäßrigen KOH-Lösung besprüht wird. Anschließend wird bei 
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70—100° im Trockenschrank bis zum Auftreten der rotvioletten Farbung 
erhitzt. 


Phosphormolybdänsäure. Die Umwandlungsprodukte reagieren mit einer auf- 
gesprühten 10%igen äthanolischen Phosphormolybdänsäurelösung bei 90° z.T. 
unter Dunkelfärbung (vgl. Tabelle 4) auf hellgrünem Grund. Harnpflichtige Be- 
standteile können positiv reagieren, doch liegen die Flecken meist im oberen Teil 
des R,-Bereiches. 

Antimon(III)-Chlorid. Phenole und Ketone geben nach Hats und Macex, 
SHULL u. Mitarb., F. Dysıse, O. DysBınG und JENSEN mit einer 50%igen Lösung 
von Antimontrichlorid in Eisessig beim Erhitzen auf 110° violettgraue Tönungen, 
die auch bei einigen Umwandlungsprodukten beobachtet wurden (Tabelle 4). 

Detektion mit Indicatoren. Im Hinblick auf den stärker sauren Charakter der 
Umwandlungsprodukte wurde ihre Unterscheidung von den unverändert aus- 
geschiedenen Barbitalen mit Hilfe von Indicator-Reaktionen versucht. Die Indi- 
catoren Bromkresolgrün, Methylrot, Bromkresolpurpur und Bromthymolblau 
wurden in äthanolischen Lösungen vermischt mit Phosphatpufferlésungen, py 3,5 
bis 7,0, auf das Papier aufgesprüht. 


Die Abbauprodukte hoben sich auf Grund ihrer sauren Reaktion in fast allen 
Fällen durch ihre den sauren Bereichen der Indicatoren entsprechenden Färbungen 
gut von anders gefärbtem Untergrund ab. Eine sichere Auswertung der Flecken 
wurde aber leider durch mitentwickelte, sauere Substanzen aus den Harnen un- 
möglich gemacht. 


V. Präparative Trennung der Umwandlungsprodukte 
von den unveränderten Barbitalen 


Bei den in Abschnitt A/II empfohlenen Lösungsmittelsystemen kön- 
nen entweder durch die gleichzeitig vorhandenen Metaboliten bei der 
Identifizierung der Barbitale Fehldeutungen vorkommen (alkalische 
Systeme), oder aber sind Unterscheidungen der unveränderten Substanzen 
bei Verwendung des sauren Systems Toluol-Butanol-Essigsäure dadurch 
erschwert, daß diese Stoffe im oberen Teil der Laufstrecke etwas zusam- 
mengedrängt sind, wenn die Untersuchung in erster Linie auf die Auf- 
trennung der Metaboliten abgestellt wird. Aus diesem Grunde wurde 
nach einem Verfahren zur möglichst vollständigen Abtrennung der um- 
gewandelten Barbitale vor der Anwendung der papierchromatographi- 
schen Methoden gesucht. 

Zur Lösung dieser Aufgabe haben bereits DRESSLER, MÜLLER und 
SCHÖNFELD Versuche unternommen, indem sie die ätherischen Lösungen 
der Barbitale und ihrer Umwandlungsprodukte mit dem Sörensen- 
Puffer py = 17,4 fraktioniert extrahiert haben. Die Ausschüttelung des 
Äthers mit dem Puffer muß nach ihren Angaben einige Male wiederholt 
werden, da der pp-Wert der ersten Fraktionen durch die sauren Bestand- 
teile herabgedrückt wird. 

Nach eigenen Versuchen mit Ätherlösungen reiner Barbitale konnte 
zunächst festgestellt werden, daß der Barbitalgehalt des Äthers selbst 
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bei der Ausschüttelung mit Sörensen-Puffer 8,0 nicht wesentlich ab- 
nimmt. Lediglich bei Diäthylbarbitursäure war eine deutliche Abnahme 
zu beobachten. Bei der Übertragung dieser Versuche auf die gereinigten 
Ätherextrakte von Urinproben zeigte sich, daß nach dreimaliger Aus- 
schüttelung mit kleinen Mengen Puffer 8,0 (etwa '/, des Volumens der 
Ätherlösung) bis auf wenige Ausnahmen sämtliche Abbauprodukte von 
Luminal, Phanodorm, Evipan, Medomin, Noctal, Cyelopal und Pernoeton 
aus dem Äther entfernt wurden. Die Ausnahmen bildeten die Umwand- 
!ungsprodukte Medomin M 2, Noctal N 4 und Pernocton Pe4. Durch 
eine weitere Ausschüttelung mit dem Puffer können auch diese Stoffe 
entfernt werden, wobei dann allerdings merkliche Barbitalverluste auf- 
treten können. 

Der Vorteil einer quantitativen Abtrennung der Abbauprodukte 
liegt darin, daß bei der Papierchromatographie mit den Ammoniak ent- 
haltenen Laufmitteln Verwechslungen von Metaboliten und unabgebau- 
ten Barbitalen mit Sicherheit vermieden werden können. Aus der Puffer- 
lösung werden die Metaboliten nach dem Ansäuern ausgeschüttelt und 
mit dem angegebenen sauren Lösungsmittelgemisch papierchromato- 
graphisch nachgewiesen. Die Ausschüttelung muß allerdings wegen der 
besseren Wasserléslichkeit der Umwandlungsprodukte mit größeren 
Lösungsmittelmengen erfolgen. 

Die Durchführung des Trennverjahrens im Verein mit der sinnvollen 
Anwendung des neu entwickelten Systems Toluol- Butanol-Essigsäure 
verbürgt zweifellos eine erheblich vergrößerte Sicherheit bei der Identifizie- 
rung der renalen Ausscheidungsprodukte der Barbitale. 


Steht die quantitative Erfassung der Barbitale im Vordergrund, dann 
wird man vorsichtiger vorgehen und die Entfernung der Abbauprodukte 
durch häufigere Ausschüttelung mit Pufferlösung py = 7,6 vornehmen. 


B. Abtrennung und Identifizierung der Ausseheidungsprodukte von Sehlaf- 
mitteln anderer Stoffklassen 


Wie bereits einleitend erwähnt wurde, erwecken manche der sog. 
barbitursäurefreien Sedativa zunehmend das Interesse des Toxikologen, 
da sie leichter zugänglich sind und bereits auch zahlreiche Todesfälle 
verursacht haben. Es sind dies vor allem die Piperidin- und Tetrahydro- 
pyridinderivate sowie die Carbamate. Im folgenden wird daher im Zu- 
sammenhang mit den Untersuchungen über die Barbitale auch auf die 
Abtrennung der gebräuchlichsten dieser Sedativa von den Barbitalen 
sowie auf ihre papierchromatographische Identifizierung eingegangen. 


In die Untersuchungen wurden zunächst folgende Präparate ein- 
bezogen : 


7* 
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a-Phenyl-äthylglutarsäureimid (Doriden, Glutethimide), 

2,4-dioxo-3,3-diäthyl-5-methylpiperidin (Noludar, Methyprylon), 

2,4-dioxo-3,3-diäthyl-tetrahydropyridin (Persedon), 

1-Athinyl-cyclohexyl-carbamat (Valamin). 

Daneben wird auch kurz auf die Ureide Bromdiäthylacetylearbamid 
(Adalin, Carbromal) und «-Bromisovalerianylearbamid (Bromural, 
Bromisoval) Bezug genommen. 


Aus Tabelle 5 ist ersichtlich, in welchem Umfang die einzelnen Seda- 
tiva bei den im hiesigen Institut untersuchten Todesfällen beteiligt waren. 
Auffallend ist die relativ große Zahl der Vergiftungen mit dem neueren 

Schlafmittel Doriden. Über 

Tabelle 5. Tödliche Vergiftungen durch ,,bar- die Eigenschaften und die 
bitursäurefreie‘‘ Schlafmittel (= 29% der hisher bekannt gewordenen 
gesamten Schlafmittelvergiftungen) toxikologischen Nachweise 
von Doriden, Persedon und 
Valamin gibt ein zuletzt von 


Institut fiir gerichtliche und soziale Medi- 
zin der Freien Universitat Berlin 1953—1959. 

















5 Jav . P 1, oO 
Zanı | Davon Schlafmittel F. ScHEIBL verfaßtes Referat 
Auskunft. Bezüglich des Per- 
7 3 | Adalin sedon und Noludar sei insbe- 
2 » zu» sondere auf die Arbeiten von 
4 Wostaretten O. PrısıLLa (1956 und 1959) 
2 2 | Bromural und Dysıse u. Mitarb. ver- 
2 - Persedon 2 2: —_ 
3 s Be wiesen. Eingehend werden 
1 — | Adalin + Valamin Valamin und seine Ausschei- 
1 Adalin + Doriden dungsprodukte in den Arbei- 
2 Doriden + Persedon a Posen 1 
1 Adalin + Bromural-+ Noludar ten von Fr. R. Preuss und R. 
33 10 Kopp behandelt, so daß in der 


vorliegenden Mitteilung nur 
Hinweise auf das Verhalten des Valamins in den angewandten Lösungs- 
mittelsystemen gegeben werden. Zur Toxikologie des Doriden sei schließ- 
lich noch die Mitteilung von J. Knapp und H. J. WAGNER erwähnt. 


Für die Abtrennung der oben angeführten Sedativa von den Barbi- 
tursäurederivaten wurden für den mg-Bereich von E. Vıpıc Bedingungen 
für ein Ausschüttelungsverfahren angegeben, die auf den Unterschieden 
im Säurecharakter beider Gruppen beruhen. Die schwach sauren Seda- 
tiva verbleiben mehr oder minder vollständig in der ätherischen Lösung, 
wenn diese zum Zwecke der Entfernung der Barbitale mit 2%iger Soda- 
lösung ausgeschüttelt wird. Die Trennung ist natürlich nicht quanti- 
tativ aber für viele Zwecke ausreichend. 


Für den ug-Bereich waren wir bestrebt eine sichere und quantitative 
Trennung beider Schlafmittelgruppen auszuarbeiten, was schließlich auf 
papierchromatographischem Wege gelang. 
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I. Papierchromatographie der barbitursäurefreien Sedativa 
und ihrer Ausscheidungsprodukte 

Vorschläge zur papierchromatographischen Analyse der in diesem 
Abschnitt genannten Sedativa sind bereits mehrfach gemacht worden. 
Zum Teil sind diese in den bereits zitierten Arbeiten enthalten. Weitere 
Untersuchungen stammen von WANKMÜLLER, ferner von FABIAN sowie 
von MOHRSCHULZ und von BERNHARD u. Mitarb. 

Ein für die papierchromatographische Identifizierung aller Sedativa 
dieser Gruppe geeignetes Lésungsmittelsystem wurde für die Entwicklung 
in einem Arbeitsgang von E. Vıpıc angegeben. Entwickelt wirdabsteigend 
mit Leichtbenzin-Butanol, 97:3, auf wassergesättigtem Papier (Schlei- 
cher & Schüll 2045 bM). Die Detektion erfolgt für alle Stoffe gemein- 
sam nach Chlorierung mit Benzidin-KJ. Das Verfahren wurde aller- 
dings bisher nur für die unveränderten Stoffe angewendet. 

Es war nun das Ziel der weiteren Untersuchungen, das Trenn- 
verfahren so zu gestalten, daß auch bei Anwesenheit von Barbitalen eine 
ungestörte Identifizierung der übrigen Sedativa bei entsprechend günsti- 
ger Lage ihrer R,-Werte durchführbar ist. Dadurch sollte eine Abtren- 
nung der Barbitale durch Ausschüttelungsvorgänge entbehrlich ge- 
macht und eine quantitative Trennung beider Gruppen herbeigeführt 
werden. 

Bei den für die Barbitale in Abschnitt A angegebenen papierchromato- 
graphischen Methoden sind wohl recht erhebliche R,-Unterschiede zwi- 
schen den Schlafmitteln beider Gruppen vorhanden, doch sind dabei 
innerhalb der Nichtbarbiturate naturgemäß Unterscheidungen kaum 
möglich, da die Stoffe durchweg im oberen Bereich der Laufstrecke zu 
finden sind. Trotzdem kann man schon bei der Entwicklung im System 
Butanol-Chloroform-NH, aus dem Auftreten von Flecken in der Nähe 
der Lösungsmittelfront Rückschlüsse auf das Vorliegen von Nicht- 
barbituraten ziehen, sofern diese mit dem gewählten Sprühreagens posi- 
tiv reagieren. Durch Anwendung verschiedener Färbeverfahren, deren 
Ergebnisse in Tabelle 6, S. 103 zusammengefaßt sind, kann außerdem 
eine gewisse Differenzierung vorgenommen werden. 

Um eine günstigere Verteilung der Nichtbarbitale im Chromatogramm 
zu erreichen und dabei gleichzeitig die R,-Werte der Barbitale möglichst 
tief herabzudrücken, war eine starke Verminderung der Polarität des 
Lösungsmittels erforderlich, um bei den alkalischen Systemen die Lös- 
lichkeit der dissoziierten Barbitale herabzusetzen. 

Bei der Suche nach einem geeigneten Lösungsmittel gingen wir von 
dem System Toluol-Eisessig-Wasser, 10:4:5 aus, welches von Pöum und 
WicHTL stammt und von Fasian zum Nachweis von Persedon heran- 
gezogen wurde. Es wurden dabei folgende R,-Werte erhalten: 
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Persedon . 0,55 
Noludar 0,81 
Doriden 0,89 





In diesem System wandern aber auch die Barbitale mit ähnlichen 
R,-Werten. Nach eigenen Versuchen ist eine recht gute Auftrennung 
der Barbitale möglich, wie die folgenden R,-Werte zeigen: 


Veronal . 0,25 Cyclopal . 
Luminal . 0,51 Medomin 
Noctal 0,66 Prominal 
Phanodorm 0,71 Evipan 


0,72 
0,78 
0,87 
0,90 


Der Versuch, die Stoffgruppen in wassergesättigtem Toluol ohne 
Säurezusatz zu trennen, verlief ergebnislos, da hier infolge der Gleich- 
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Abb. 2. Papierchromatographische Trennung von Bar 


bitalen und barbitursäurefreien Schlafmitteln im System 
Toluol-Ammoniak (25 %) 10:1. 7, Gemisch von Luminal, 
Noctal, Evipan; 7, Gemisch von Veronal, Phanodorm, 
Prominal; 7, Gemisch von Dial, Medomin, Valamin: 
T, Gemisch von Eldoral, Cyelopal, Pernocton, Doriden 


gewichte zwischen dis- 
soziierten und undisso- 
ziierten Formen und der 
dadurch bedingten lan- 
gen Schwanzbildungen 
R,-Werte nicht zu be- 
stimmen waren. 

Eine grundsätzliche 
Veränderung brachte die 
Sättigung des Toluols 
und der Gasphase mit 
wäßrigem Ammoniak. 
Die Löslichkeit der nun- 
dissoziierten 


mehr in 
Formen vorliegenden 


Barbitale sinkt in dem 
Maße, daß sie auf den 


Startpunkten zurück- 
bleiben. Nur die N- 
methylierten Barbitale 
Evipan und Prominal 
entfernen sich gering- 


fügig vom Startpunkt. 


Von Bedeutung ist 
hierbei, daß die sehr 


schwach sauren Nicht- 
barbitale ihre R,-Werte 


. + . . . . 
beim Übergang vom sauren zum ammoniakalischen Medium nicht 
wesentlich verändern. Die R,-Werte von Noludar und Valamin bleiben 
konstant, der Persedon-Wert erfährt eine Senkung, während beim Dori- 


den eine deutliche Erhöhung eintritt. 


Da auch die Ureide ein ähnliches 
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Verhalten zeigen und gut zu unterscheiden sind, wird, wie aus Abb. 2 
ersichtlich ist, eine sichere und zweckmäßige Trennung der beiden 
Gruppen erreicht. 

Die gute Ausbildung der Substanzflecken wird hier, in Anlehnung 
an die Erfahrungen bei der Chromatographie der Schlafmittel mit Ben- 
zin-Butanol-Gemischen, wiederum durch eine etwa zwölfstündige Vor- 
klimatisierung der Papierstreifen (Schleicher & Schüll Nr. 2045 bM) 
in einer mit Wasserdampf bei Zimmertemperatur gesättigten Atmosphäre 
ermöglicht. Die mobile Phase steigt in 3 Std 25—27 em hoch, ihre 
Front wird im UV-Licht markiert. 

Als Ergänzung zu Abb. 2 sind in der Tabelle 6 für das System Toluol- 
Ammoniak (T-A) die R,-Werte der Nichtbarbiturate und die Verfahren 
zur Detektion zusammengestellt. 


Tabelle 6. Barbitursäurefreie Sedativa im System Toluol-Ammoniak (25%) 10:1 
Erfassungsgrenze: Zahlen in Klammern. 














Sedativum Rj | Detektion 

Doriden 0,88 | Hg-I-Nitrat (10 „g) und AgNO, + K,Cr,O, (40 ug) 
(Glutethimide) 

Nodular 0,65 | m-Dinitrobenzol + KOH 
(Methyprylon) 

Persedon 0,43 | UV-Licht + Alkali oder NH, (5 wg) AgNO, +K,Cr,0, 

(60 ug) 
Valamin 0,75 | Hg-I-Nitrat (10 wg) (graubraun) 
Adalin 0,78 | AgNO, + K,Cr,O, (10 ug) (Chlor-Benzidin-KJ) 
(Carbromal) | 
Bromural | 0,27 | AgNO,+ K,Cr,O, (10 ag) (Chlor-Benzidin-KJ) 


Berücksichtigt man, daß mit Hg-I-Nitrat nur Doriden und Valamin 
bei deutlichen Farbunterschieden sichtbar werden, daß ferner die Ureide 
im UV-Licht und mit Dinitrobenzol nicht erscheinen und daß auch No- 
ludar mit dem Silberreagens nicht angezeigt wird, dann ergibt sich, daß 
das gewählte System genügend sichere Unterscheidungen der unveränder- 
ten Stoffe gestattet. Hervorzuheben wäre noch, daß unter den obigen 
Bedingungen Meprobamat (2-Methyl-2-n-propyl-1,3-propandiol-dicarb- 
amat) in der Nähe der Startlinie (R,—= 0,04) bleibt und nur mit Silber- 
Bichromat oder Chlor-Benzidin sichtbar wird. 

Nach therapeutischen Dosen konnten schon in etwa 5% der Harn- 
menge, die 16 Std nach der Einnahme gesammelt wurde, bei allen Ver- 
suchspersonen Noludar und Persedon noch in unveränderter Form nach- 
gewiesen werden. Bei Doriden traten starke individuelle Schwankungen 
auf, die oft die Aufarbeitung größerer Harnmengen erforderlich machten. 
Valamin war unverändert nur nach Überdosen im Harn festzustellen. 
Bei allen vier Schlafmitteln war mit Hg-I-Nitrat eine auffallende. von 

Arch. Toxikol., Bd. 19 7b 











104 E. Vipic und K. GoEBEL;: 


den Abbauprodukten herrührende Dunkelfärbung des Startfleckes zu 
beobachten. 

Ober die Abbauprodukte von Doriden, Noludar und Persedon liegen 
bereits zahlreiche Arbeiten vor, die in diesem Rahmen nur kurz erwähnt 
werden können. Im Tierversuch fanden KEBRLE und HoFFMANN bei 
Doriden als Umwandlungsprodukt im Harn «-Phenylglutarimid. MoHr- 

SCHULZ (1956) berichtet über 


System: Jolual: Eisessig: Butanol: Wässer=9:4:2:5 : x 
teaches rn Aontmen nn ein durch Hg-I-Nitrat mar- 
































Py. Ba Mess UV -Ybtlallalsch  Kierbares Umwandlungspro- 
aah er i dukt und Curry (1957) weist 
a. <. y c Sc auf die leichte Spaltbarkeit 
rt a | Wi) > des Doridenringes durch Hy- 
0,7 N Be d drolyse hin. 
Pr e Größere Klarheit über die 
| g bei der Körperpassage ent- 
“ i O 9 stehenden Metaboliten ergibt 
04} | @ sich für Noludar bei Tier- 
asl PR | versuchen, die BERNHARD u. 
® | Mitarb. (1957) durchgeführt 
er M | haben. Hierbei konnten mit 
u ge | Sicherheit drei Umwandlungs- 
Ai | | produkte festgestellt werden. 
Perseden Noludar Doriden Persedon Noludar Es sind dies folgende Körper: 
Serre er 2,4-Dioxo-3,3-diäthyl-5- 
_Angenäherte_Stoffkonzentrationen: methyltetrahydropyridin (Me- 
O = unveränderte Subsant “ thyl eee lon), ' 
= bis OY a 2,4-1 ioxo-3,3-diäthyl-5- 
J : ~  oxymethyltetrahydropyridin, 
6 = von 0-50 7 8 = weiße Huoreszenz 4,6-Dioxo-5,5-diäthyl- 
@ = über 1007 tetrahydronicotinsäure. 


Abb. 3. Normenchromatogramme der neutralen Diese drei \ erbindungen 
Schlafmittel und ihrer Abbauprodukte konnten von QO. PRIBILLA 
(1959) im menschlichen Harn 
auf Grund papierchromatographischer und spektrophotometrischer 
Untersuchungen bestätigt werden. Mengenmäßig ist die Ausschei- 
dung des Methylpersedon am größten. Außer diesen Metaboliten fand 
sich noch ein vierter, dessen Struktur nicht aufgeklärt wurde. Alle 
Umwandlungsprodukte zeigen im alkalischen Medium Fluorescenz im 
UV-Licht. MoHukscHurz (1956) erwähnt zwei Metaboliten, die sowohl 
mit Hg-I-Nitrat, als auch mit dem Cobalt-Reagens sichtbar werden. 
Aus den Arbeiten, die sich auf Persedon beziehen, geht kein eindeuti- 
ger Hinweis auf bestimmte Abbauprodukte hervor. Wie schon an- 
gedeutet, werden die im Harn erscheinenden Umwandlungsprodukte 
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von Doriden, Noludar, Persedon und Valamin mit Toluol-NH, nicht auf- 
getrennt, sie bleiben vielmehr infolge ihrer etwas stärker sauren Eigen- 
schaften und der besseren Wasserlöslichkeit, ebenso wie die Barbitale, 
auf der Startlinie zurück. Eine Ausnahme bildet nur das aus Methyl- 
persedon bestehende Abbauprodukt des Noludar, welchem ein R,-Wert 
von 0,42 zukommt. Das System Toluol—NH, ist somit zur Darstellung 
der Umwandlungsprodukte nicht geeignet. 


Tabelle 7. Entwicklung der Ausscheidungsprodukte von Doriden, Noludar, Persedon 
und Valamin im System Toluol-Butanol-Eisessig-Wasser (9:2:4:5) 











R; der unver- ln | 
Schlafmittel änderten RE as Detektion mit 
Doriden 0,90—0,94 Hg-I-Nitrat 
Dor. 1 0,28 Hg-I-Nitrat 
Dor. 2 0,40 Hg-I-Nitrat 
Dor. 3 0,69 Hg-I-Nitrat 
Dor. 4 0,83 Hg-I-Nitrat 
Noludar 0,88—0,90 Dinitrobenzol + KOH 
Nol. 1 0,22 Hg-I-Nitrat 
(Spur) 
Nol. 2 0,50 Hg-I-Nitrat und UV 
Nol. 3 0,60 Hg-I-Nitrat 
Nol. 4 0,75 Hg-I-Nitrat und UV 
Persedon 0,78—0,80 UV + Alkali 
Pers. 1 0,15 Hg-I-Nitrat und Cobaltamin- 
(Spur) Reagens 
Pers. 2 0,48 Hg-I-Nitrat und Cobaltamin- 
Reagens 
| Pers. 3 0,72 Hg-I-Nitrat und Cobaltamin- 
| Reagens 
Valamin | nicht 
vorhanden 
| Val. 1 0,04 Hg-I-Nitrat 
(Spur) 
Val. 2 0,22 Hg-I-Nitrat (graubraun) 
(stark) 
Val. 3 0,28 Hg-I-Nitrat (graubraun) 
(deutlich) 
Val. 4 0,43 Hg-I-Nitrat 
(schwach) 








Eine gute Verteilung der Metaboliten über die Laufstrecke gelang 
aber in dem schon für die Barbitalmetaboliten verwendeten System 
Toluol-Butanol-Eisessig-Wasser (9:2:4:5). Die Ausscheidungsprodukte 
wurden aus dem 16 Std nach Einnahme von 0,5 g Doriden oder 0,4g 
Noludar bzw. Persedon gesammelten, auf pp 5.0 eingestellten Harn 
durch Perforation mit Äther extrahiert. Etwa !/,, der isolierten Sub- 
stanz wurde jeweils chromatographiert. Die hierbei gewonnenen und 
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sichtbar gemachten Ausscheidungsprodukte sind auch in bezug auf deren 
angenäherte Mengenverhältnisse in Abb. 3 dargestellt. Die R,-Werte 
und die Detektionsmethoden sind in Tabelle 7 verzeichnet, wobei auch 
Valamin nach Einnahme von 0,5 g berücksichtigt wurde. 

Bezüglich der extrahierbaren Mengen der Metaboliten sei vermerkt, 
daß die in Spuren unter 20 ug gefundenen Substanzen nicht in allen 
Fällen auftreten ; sie sind für den Nachweis daher von geringer Bedeutung. 
Auch die waagrecht schraffierten Flecken können gelegentlich einmal 
fehlen oder nur in Spuren auftreten. 

Das knapp unter dem unveränderten Doriden liegende Abbauprodukt 
hängt gewöhnlich mit der unveränderten Substanz in der gezeichneten 
Form zusammen. Im System Toluol—NH, bleibt es auf der Startlinie 
zurück. 

Bei dem Metabolit des Noludar Nol. 4 handelt es sich um Methyl- 
persedon. Dieser Substanzfleck wird wahrscheinlich noch durch einen 
5. Metaboliten z.T. verdeckt. Die vier in der Tabelle angeführten Meta- 
boliten decken sich mit den Mitteilungen von O. PRIBILLA. 

Der 3. Metabolit des Persedon (Pers. 3) zeigt oft Schwanzbildung nach 
oben, so daß es den Anschein hat, als ob unverändertes Persedon mit 
Hg-I-Nitrat reagiert. Reines Persedon wird jedoch mit dem Hg-Reagens 
nicht sichtbar. 

Nach Einnahme von 0,5 g Valamin konnten vier Metaboliten isoliert 
werden, von denen Val. 1 nur in Spuren auftrat. Preuss und Kopp 
konnten demgegenüber sechs Ausscheidungsprodukte unterscheiden. 
Für die Erkennung einer Valamin-Einnahme wird das von uns ange- 
gebene System, das auch für alle anderen Abbauprodukte gut geeignet 
ist, wohl ausreichend sein. Unverändertes Valamin wurde nach thera- 
peutischen Dosen im Harn nicht gefunden. Bei einer Schlafmittel- 
vergiftung, an der auch Valamin beteiligt war, enthielt der Harn aber 
einige mg-% der unveränderten Substanz. 


II. Präparative Trennung der unveränderten Schlafmittel 
von ihren Umwandlungsprodukten 


Die Abtrennung der Metaboliten kann hier zum Unterschied von 
den Barbitalen durch Ausschüttelung der ätherischen Auszüge mit 
2%iger Sodalösung erfolgen. Die unverändert ausgeschiedenen Sub- 
stanzen bleiben dabei, ähnlich wie bei ihrer Trennung von den Barbi- 
talen, fast vollständig im Äther zurück. 

Bei Doriden und Persedon konnten alle Metaboliten dieser Stoffe 
durch dreimalige Ausschüttelung mit der Sodalösung vollständig ab- 
getrennt werden. 

Bei Noludar blieb außer der unveränderten Substanz auch der Meta- 
bolit Nol. 4 größtenteils im Ätherauszug zurück. Alle anderen mit 
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Hg-I-Nitrat nachweisbaren Metaboliten wurden aber vollstandig ab- 
getrennt. 

Um festzustellen, inwieweit die Metaboliten der untersuchten Nicht- 
barbitale in ihren Eigenschaften denjenigen der Barbitale entsprechen, 
wurden auch Trennversuche mit Pufferlösungen 7,6—8,0 vorgenommen. 
Hierbei war, bis auf Nol. 4 (Methylpersedon), kein wesentlicher Unter- 
schied gegenüber den Barbitalmetaboliten zu erkennen. 


C. Vorschlag für einen qualitativen Untersuchungsgang 

1. Herstellung des ätherischen Auszugs durch Perforation (oder 
Ausschüttelung der auf pp 5,0 eingestellten Harnprobe). 

2. Ausschüttelung der Ätherphase mit 2%iger Sodalösung. 

a) Ätherphase enthält die unveränderten barbitursäurefreien Schlaf- 
mittel und Methylpersedon (Nol. 4). Reinigung des ätherischen Aus- 
zuges. Aliquote Teile des Rückstandes im System Toluol—NH, 
chromatographieren. 

b) Wäßrige Phase enthält: Barbitale und deren Metaboliten sowie 
die Metaboliten der Nichtbarbitale (außer Nol. 4). 

3. Wäßrige Lösung von 2b wird mit H,SO, angesäuert und aus- 
geäthert. Die Atherphase wird mit Pufferlösung py 8,0 ausgeschüttelt. 

a) Die Ätherphase enthält die unveränderten Barbitale. Aliquote 
Teile des Rückstandes werden entweder nach SEIFERT (Butanol-Chloro- 
form-NH, (25%) 120:55:25) oder mit Toluol-Eisessig-Wasser 10:4:5 
entwickelt. 

b) die Pufferlösung enthält die Metaboliten aller Schlafmittel (aus- 
genommen Nol. 4). Sie wird angesäuert und erschöpfend ausgeäthert. 
Der Rückstand des Ätherauszuges enthält die in relativ größten Mengen 
auftretenden Metaboliten (vgl. Abb. 1 und 3). Aliquote Teile werden 
im System Toluol-Butanol-Eisessig-Wasser (9:2:4:5) entwickelt. 

4. Zur Darstellung sämtlicher Metaboliten (auch der in kleinen Ge- 
halten erscheinenden) wird eine zweite kleine Harnprobe mit Äther 
extrahiert und der gereinigte Ätherauszug nach 3b chromatographiert. 

5. Zur näheren Charakterisierung der Metaboliten (als Sicherung des 
Schlafmittelnachweises) können die unter A/IV mitgeteilten Farb- 
reaktionen herangezogen werden. Es lassen sich vor allem Ketoprodukte 
(Prüfung mit Dinitrophenylhydrazin), ungesättigte Seitenketten (KMnO,) 
oder Substanzen phenolischer Natur (Antimontrichlorid) ganz bestimm- 
ten Barbitalderivaten zuordnen. 

Außer diesen allgemeinen Richtlinien für den Untersuchungsgang 
sind noch folgende Hinweise zu beachten: 

Der Nachweis der unveränderten barbitursäurefreien Schlafmittel 
neben allen übrigen Stoffen gelingt auch ohne Vortrennung papier- 
chromatographisch mit dem System Toluol—NH,. 
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Für die sichere Identifizierung der Metaboliten ist es neben dem 
Vergleich mit den Normenchromatogrammen sehr zweckmäßig, in 
Methanol gelöste Testgemische der Abbauprodukte der wichtigsten 
Schlafmittel bereitzuhalten, da durch deren gleichzeitige Entwicklung 
Fehldeutungen, infolge abweichender Untersuchungsbedingungen, ver- 
mieden werden. 

Zur Herabsetzung der Untersuchungsdauer ist eine Beschleunigung 
der chromatographischen Analyse durch Verringerung der Klimatisie- 
rungsdauer unter Umständen bis auf 3 Std möglich. 


Zusammenfassung 


Für die Isolierung der Schlafmittel und ihrer Metaboliten aus mensch- 
lichem Harn wurden die für die Durchführung papierchromatographi- 
scher Untersuchungen günstigsten Bedingungen ermittelt. 

Die papierchromatographische Identifizierung der mit dem Harn 
ausgeschiedenen Schlafmittel ist durch die gleichzeitige Anwesenheit 
mehrerer Metaboliten oft sehr erschwert und kann manchmal zu Fehl- 
deutungen führen. Es wurde daher ein neues, aus Toluol-Butanol-Essig- 
säure bestehendes Lösungsmittelsystem entwickelt, in welchem eine 
Trennung der Metaboliten von den unverändert ausgeschiedenen Sub- 
stanzen möglich ist. An Hand von Normenchromatogrammen der in 
diesem System über eine lange Laufstrecke verteilten Metaboliten, kann 
die für forensische Zwecke notwendige Sicherung der Befunde gewähr- 
leistet werden. 

Für die wichtigsten Barbitursäurederivate sowie auch für Doriden 
(Glutethimide), Noludar (Methyprylon), Persedon und Valamin (1-Äthi- 
nyl-cyclohexyl-carbamat) werden annähernd die Mengenverhältnisse der 
im Harn auftretenden Ausscheidungsprodukte angegeben. 

Über den Zeitpunkt des Auftretens der Ausscheidungsprodukte im 
Harn wurden insbesondere mit Phanodorm (Cyelobarbital) Unter- 
suchungen angestellt. 

Um die Sicherheit des Nachweises zu erhöhen und Veränderungen 
im Molekül (Ketogruppen, phenolische Hydroxylgruppen) festzustellen, 
wurden Farbreaktionen für die Detektion überprüft und neu entwickelt. 
Die Bildung der Silberbichromat-Komplexe gestattet auch die empfind- 
liche Detektion von Adalin (Carbromal), Bromural (Bromisoval), Meprob- 
amat und ähnlicher Stoffe. 

Für die zum Nachweis der unverändert ausgeschiedenen Schlaf- 
mittel wichtige präparative Auftrennung in Barbitale, Nichtbarbitale 
und die Gruppe der Metaboliten, werden Bedingungen für Ausschütte- 
lungsverfahren angegeben. 
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Papierchromatographisch können die sich nicht von Barbitursäure 
ableitenden Schlafmittel in einem aus Toluol-Ammoniak-Wasser be- 
stehenden System von Barbitalen und den Metaboliten gut getrennt 
und identifiziert werden. 

Unter Anwendung der neuen Methoden wird ein allgemeiner, quali- 
tativer Analysengang fir die Untersuchung von Harn auf Schlafmittel 
mitgeteilt. 
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Die Zinkphosphidvergiftung ist eine heute sehr häufig zu beobachtende 
Intoxikation der Haustiere. An Hand unseres Materials und auch der 
Literatur läßt sich feststellen, daß bei allen Haustierarten Vergiftungen 
zu beobachten waren bzw. beschrieben wurden. Mit großem Abstand 
an der Spitze der beobachteten Fälle steht jedoch das Geflügel und be- 
sonders das Huhn. 

Zinkphosphid wird heute an Stelle des gelben Phosphors als Ratten- 
gift in Form von Giftpasten und Giftweizen häufig benutzt. Die töd- 
lichen Dosen für Haustiere werden nach GARNER folgendermaßen ange- 
nommen: Rind, Schaf, Ziege, Schwein, Hund, Katze 20—40 mg/kg 
Körpergewicht, Geflügel 20—30 mg/kg Körpergewicht. 

Die mittlere tödliche Dosis des Zinkphosphids für wilde Ratten be- 
trägt nach MEYER-JonEs 40 mg/kg Körpergewicht, liegt also etwa in 
derselben Größenordnung. 

Die Feststellung einer frischen Zinkphosphidvergiftung bei der Sek- 
tion ist meist keine schwierige Aufgabe. Man findet bei Aufnahme von 
Giftweizen die eosinrot gefärbten Körner im Kropf- bzw. Mageninhalt, 
muß jedoch hier bedenken, daß auch andere Rattengifte, insbesondere 
Cumarinderivate, in dieser Form vorkommen. Tritt nun bei Eröffnung 
der erwähnten Organe noch der knoblauchartige Geruch des Phosphins 
(PH,) zutage, so kann man seiner Sache ziemlich gewiß sein. Dieser 
Geruch ist selbstverständlich auch dann wahrzunehmen, wenn Zink- 
phosphid nicht in Form des gefärbten Giftweizens, sondern mit anderem 
Material als Giftpaste aufgenommen wurde. Nicht zu konstatieren ist 
jedoch das für gelben Phosphor in allen Lehrbüchern erwähnte Leuchten 
im Dunkeln. Da durch Oxydationsvorgänge im organischen Material 
Phosphin nur kurze Zeit nachweisbar ist, kommt es darauf an, das 
fragliche Substrat sehr schnell zu untersuchen. Aber auch dann können 
in ungünstigen Fällen die Phosphidreaktionen bereits negativ oder frag- 
lich ausfallen. Man wird also stets gut daran tun, zur Erhärtung der 
Zinkphosphidvergiftung eine Zinkbestimmung vorzunehmen, die ge- 
gebenenfalls unter Berücksichtigung der pathologisch-anatomischen 
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Veränderungen und des Vorberichtes auch ohne positiven Ausfall der 
Phosphorreaktionen zur Diagnose des Falles ausreichen kann. 

Die Besprechung einer von uns erprobten quantitativen Zink- 
bestimmung soll — nach kurzer Erläuterung von zwei qualitativen 
Nachweisen — Aufgabe dieser Veröffentlichung sein. 


Qualitative Zinknachweise 


In unserem Institut werden zwei qualitative Zn-Reaktionen seit 
Jahren mit bestem Erfolg angewendet. 

Nach der für beide Verfahren gleichen Aufbereitung des Materials 
(Haun) erfolgt der Zn-Nachweis einmal mit Diäthylanilin und zum 
anderen mit einer Co-Hg-Verbindung (Mepicus-Gornric). Die uns 
von Interesse erscheinende untere Nachweisgrenze bezüglich der toxiko- 
logischen Beurteilung eines Zinkbefundes lag bei beiden Verfahren bei 
30 ug Zink. 

Dieses Ergebnis läßt den Schluß zu, daß die beiden qualitativen 
Nachweismethoden für Zink im allgemeinen nur das über die physio- 
logische Menge hinaus vorkommende Zink im Organismus erfassen. Daß 
sich darüber hinaus aber Zink regelmäßig in allem tierischen Gewebe 
vorfindet ist klar erwiesen (HorpeE-SEYLER, THIERFELDER). 

Die Angaben über die Menge sind allerdings etwas unterschiedlich. 
Es wird angenommen, daß der Zn-Gehalt im Durchschnitt in fast allen 
Organen bei 20—30 ug je Gramm Frischgewicht liegt. 

Als Fermentbaustein im Organismus erreicht das Zink in der Leber 
einen Höchstwert von 40—60 ug je Gramm Frischgewicht. Der gesamte 
Zinkbestand des Menschen wird mit 3—4g veranschlagt (HorPre- 
SEYLER, THIERFELDER). 

Für die toxikologische Beurteilung einer Zinkphosphidvergiftung ist 
die Zn-Bestimmung als ,,indirekter Indicator geeignet. Um eine stö- 
rungsfreie und möglichst einfache quantitative Bestimmung durchführen 
zu können, erprobten wir die Anwendung eines komplexometrischen 
Titrationsverfahrens, das nachfolgend hinsichtlich seiner Ergebnisse 
beschrieben werden soll. 


Quantitative Zinkbestimmung 

Über die näheren theoretischen Grundlagen der komplexometri- 
schen Titration verweisen wir auf die Ausführungen von SCHWARZEN- 
BACH. Für die hier in Frage kommende Zn-Bestimmung fand die Methode 
der direkten Titration Anwendung. Dabei werden die zu bestimmenden 
Zn-Ionen in gepufferter Lösung gegen den spezifischen Metallindicator 
3,3’-Dimethylnaphthidin (Merck) 

Arch, Toxikol., Bd. 19 
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CH, CH, 


direkt titriert. Der Indicator ist praktisch nur als einziger für diese 
Art der Titration geeignet, da hier das im organischen Gewebe immer 
vorkommende Mg und Ca nicht mit erfaßt werden, die jedoch bei Ver- 
wendung des Indicators Eriochromschwarz T zu Störungen führen. 
Das bei dem Indicator 3,3’-Dimethylnaphthidin mit titrierte Cd liegt 
normalerweise nicht im organischen Material vor, so daß also keine Be- 
einflussung der Werte zu erwarten ist. 

Der Ablauf der hier angewendeten direkten komplexometrischen 
Titration ist folgender: 

Die aufbereitete Untersuchungslösung, die maximal nur bis zu 
100 mg Zn enthalten darf (vorher entsprechend verdünnen), wird auf 
etwa 100 ml mit Aqua dest. aufgefüllt. Dieser Lösung werden einmal 
0,05 ml einer 1%igen Kaliumhexacyanoferrat(III)-Lösung und 0,15 ml 
3,3’-Dimethylnaphthidin-Lésung zugesetzt; des weiteren wird mit etwa 
3ml 1m Natriumacetatlésung abgepuffert. Der py-Wert soll im 
schwach sauren Bereich zwischen fünf und sechs (eventuell 1m HCl 
zusetzen) liegen. Die gesamte Lösung weist jetzt einen bläulich-violetten 
Farbton auf. Nun erfolgt die Titration mit m/10 oder m/50 Titriplex III- 
Lösung (Chelaplex III oder Testalon III) 


HO0C CH, CH,COO-Na 
N—CH,—CH,—N +2H,0 
HOOC-CH, ’ ; CH,COO-Na 


bis zur Farblosigkeit. Hierbei ist zu bemerken, daß gegen Ende der 
Titration zwischen den einzelnen Zugaben 15—60 sec Wartezeit liegen 
muß, da der Übergang zur Farblosigkeit langsam vor sich geht (Chelat- 
bildung). Dabei entspricht 1 ml m/10Titriplex im Verbrauch 6,538 mg Zn. 

Abschließend sei noch bemerkt, daß die Indicatorlösung des 3,3’- 
Dimethylnaphthidins so hergestellt werden muß, daß 0,1 g der Substanz 
in 10 ml konz. Essigsäure unter Erwärmen gelöst wird. 

Bevor nun das Zn im biologischen Material direkt komplexometrisch 
ermittelt wurde, überprüften wir zuerst reine Zinklösungen in aufsteigen- 
den Konzentrationen (ZnCl, und ZnSO,). Gleichzeitig unterzogen wir 
Zinklösungen zusammen mit Getreidekörnern dem Veraschungsprozeß, 
um eine eventuell auftretende Zinkfluktuation zu eruieren. Die nach- 
folgend angegebenen Werte wurden aus jeweils 20 Einzeltitrationen 
ermittelt. In den Tabellen | und 2 sind die Ergebnisse zusammengestellt. 
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Aus den erhaltenen Werten läßt Tabelle 1. Titration der reinen Zink- 
sich folgende SchluBfolgerung zie- lösung 
hen: Der optimale Meßbereich er- Zu Menge Stun et 
streckt sich von etwa 300 ug bis zu (aus ZnCl, Mittelwert 
10 mg Zn in Lésung. Sicherlich sind uae ad 3 
Messungen unterhalb bis etwa 100 ug 100 ug 100,3 :0,6 
und oberhalb bis etwa 50 mg noch 200 ug 199,8 +0,6 
möglich, allerdings ist hier mit grö- re a. £78 
Beren Schwankungen der Werte zu 500 ug 3047 0.94 
rechnen. Über 50 mg Zn in Lösung 1 mg 1012,1 4+1,2 
bis zu 100 mg sind keine genauen . ne aia +0 
Werte mehr zu ermitteln, Daraus 25 mg | 23050,0 +78 
ergibt sich die Notwendigkeit der Seer = - rg Ar +15,2 
richtigen Wahl der Konzentrationen ro Be vad 


durch Verdiinnen der Lésung vor 
dem Beginn der Titrationen. 

Die in den qualitativen Ver- 
suchen ermittelten optimalen Ver- 





Tabelle 2. Titration der Zinkionen 
nach Vorbehandlung 
(Zinklésung und Getreidekérner 








aschungstemperaturen wurden hier- verascht.) 
mit gleichzeitig in der Versuchsreihe Zn-Menge Abwei- 
had er 2 r aoe are bsolut Mittelwe 

2 bestätigt. Sie liegen bei + 450° ( a ZnCl, ug nn Day 

über 6 Std, vorausgesetzt, daß eine ——— HE % 

6} 7 a 

2 Std ge Vortroeknung bei 300 ug 298.0 12 
100° © erfolgte. 400 ug 39,5 79,12 
Nach diesen Untersuchungen ur {> 0,5 

bezüglich der Eignung der Metho- 5 me 48820 Fr 

dik folgten Versuche an 10 zwei- 10mg | 990,0 + 4,3 


jährigen Hühnern. 











Die zu klärende Frage bestand darin, in welcher Höhe die aufge- 
nommenen Zinkphosphidmengen nach dem Exitus oder der Schlachtung 
wieder aufgefunden werden und in welchen Organen. Anwendung 
fand hierbei als Versuchssubstanz reines Zinkphosphid, da die Handels- 
präparate nach unseren Ermittlungen zu große Schwankungen hinsicht- 
lich ihres Gehaltes an Zinkphosphid aufwiesen (s. auch BECHER). 


Den nachfolgend beschriebenen Vergiftungsversuchen gingen fünf 
Versuche mit dem Ziel der Bestimmung physiologischer Zn-Werte voraus. 
Dabei zeigte sich, daß mit dieser Methode der physiologische Zn-Gehalt 
im Kropf-, Magen-, Darminhalt und in der Leber nicht erfaßt werden 
kann. 

Huhn 1. Gewicht 1800 g, erhielt 30 mg Zn,P,/kg Körpergewicht. Die verab- 
reichten 54 mg Zn,P, enthalten 41 mg Zn. Das Zn,P, wurde mit Futter gemischt 
verabreicht, nachdem das Huhn einen Tag hungerte. Exitus trat nach 7 Std ein. 
Die Sektion zeigte außer einer starken Blutfülle in der Leber keine Charakteristika. 


R* 
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Die oben angeführten beiden qualitativen Nachweise auf Zn wurden auch in den 
folgenden Proben angewandt und fielen positiv aus. Die quantitative Ermittelung 
ergab insgesamt 40,14 mg Zn, das sind 97,9%. Nach den allgemeinen Angaben von 
Versuch 2—10 folgt eine tabellarische Zusammenstellung der Gesamtergebnisse: 

Huhn 2. Gewicht 1600 g, erhielt 25 mg Zn,P,/kgq Körpergewicht, dies entspricht 
30,3 mg Zn. Der Tod erfolgte nach 10 Std. 

Huhn 3. Gewicht 1350 g, erhielt 20 mg Zn, P,/kg Körpergewicht, dies entspricht 
20,5 mg Zn. Der Tod trat 14 Std nach Aufnahme ein. 

Huhn 4. Gewicht 1500 g, erhielt 18,5 mg Zn, P,/kg Körpergewicht, dies entspricht 
21,08 mg Zn. Nach etwa 12 Std trat der Tod ein. 

Huhn 5. Gewicht 2300 g, erhielt 17,5 mg Zn, P,/kg Körpergewicht, dies entspricht 
30,98 mg Zn. Der Tod trat nach 14 Std ein. 

Huhn 6. Gewicht 1650 g, erhielt 17,5 mg Zn, P,/kg Körpergewicht, dies entspricht 
21,9 mg Zn. Der Tod erfolgte nach etwa 14 Std. 

Huhn 7. Gewicht 1400 g, erhielt 16,5 mg Zn, P,/ky Körpergewicht, dies entspricht 
17,1 mg Zn. Der Tod trat nach 19 Std ein. 

Huhn 8. Gewicht 1550 g, erhielt 15,5 mg Zn, P,/kg Körpergewicht, dies entspricht 
18 mg Zn. Der Tod erfolgte nach etwa 24 Std. 

Huhn 9. Gewicht 1800 g, erhielt 15 mg Zn, P,/kg Körpergewicht, dies entspricht 
20,5 mg Zn. Die Tötung wurde am zweiten Tag vorgenommen. Pathologisch- 
anatomisch war bei der Sektion eine leichte Schwellung der Leber mit makroskopisch 
gelben Streifen zu erkennen. 

Huhn 10. Gewicht 1550 g, erhielt 14,5 mg Zn, P,/kg Körpergewicht, dies entspricht 
16,6 mg Zn. Nach drei Tagen erfolgte Tötung. 























Tabelle 3 
Versuch 
Material 
ag 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 9 | 1 
Angaben in mg 

Kropf- 
inhalt. . | 18,9 18,1 | 11,96 | 12,4 | 12,1 | 10,26) 6,14 | 5,62 | 11,76 
Magen- | 
inhalt. . | 4,9 1,5| 2,61| 0,72|13,14| 0,65 3,00 | 2,94 | 1,05 | 0,653 
Magen- 
wand. . | 5,29| 38! 1,17] 1,96] 3,79| 2,68! 0,91 | 1,30 | 1,96 | 0,980 
Darm- | 
inhalt. . 1,9 2,0| 1,44| 2,48 - 5,79| 1,63 1,57 1,11 2,34 
Leber . . | 9,15 7,8) 3,27| 2,09 1,96 | 1,56 | 1,96 | 2,29 | 3,53 
Futterreste | — — — — - 1.44 - 
Wieder- 
gefunden |40,14 | 32,2 | 20,45 | 19,65 | 29,03 | 21,34 | 13,24 | 13,39 | 19,61 7,503 























o 


Angaben in 


Wieder- 
gefunden 





99,7 | 93,5 los, Ins Im | 244 95,6 las,ı 








97,9 | 106,3 


Aus diesen Versuchen ist zu ersehen, daß in der Regel mehr als 90% 
des aufgenommenen Zinks aus dem Kropfinhalt und den betreffenden 
Organen wiedergefunden werden, sofern es sich um die üblichen Fälle 
mit perakutem bis akutem Verlauf handelt (ROBERTSON u. a.). 
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Bei Versuch 7, 8 und 10 läßt sich die Differenz des Ergebnisses daraus 
erklären, daß der Tod erst relativ spät eintrat, so daß ein Teil des Zinks 
bereits wieder ausgeschieden wurde (FRÖHNER). 


Zum Abschluß sollen noch drei als Zinkphosphidvergiftung deklarierte 
Fälle aus dem unserem Institut zugeleiteten Untersuchungsmaterial an- 
geführt werden: 


Falll. Vorbericht: Verenden einer */,jahrigen Kalbe ohne vorherige erkennbare 
klinische Störungen. Im gleichen Stalle verendete vor drei Wochen ebenfalls eine 
Kalbe. 

Sektionsbericht: Aus After und Maul entleert sich Blut. Die Augen sind blutig 
unterlaufen. Es besteht hochgradige Tympanie. Der Pansen ist zu */, mit reinem 
Grünfutter gefüllt. Die Zottenschicht der Schleimhaut löst sich leicht ab, die 
darunterliegenden Schichten sind diffus rot bis blaurot gefärbt, besonders im vor- 
deren Teil des Pansens. Die übrigen Vormägen und der Darm weisen keine patho- 
logischen Veränderungen auf. Die Milz ist graurosa und von schlaffer Konsistenz, fast 
blutleer. Auf der Oberfläche der Nieren sind zahlreiche scharf begrenzte dunkelrote 
Flecken in Pfenniggröße sichtbar. Das Herz ist prall mit geronnenem Blut gefüllt. 
Die Euterlymphknoten sind auffallend sulzig und dunkelrot gefärbt. 

Die bakteriologische Untersuchung ergab kein Vorliegen von spezifischen 
Krankheitserregern.“ 

Befund: Die qualitativen Proben auf Zink und Phosphor verliefen im Pansen- 
inhalt und in der Leber positiv. 

Die quantitative Ermittlung des Zn aus verschiedenen Bereichen der Pansen- 
schleimhaut und des -inhaltes ergab in mehreren Ansätzen zu je 10 g 2,39 mg Zn, 
91,5 ng Zn und 326,9 ug Zn. Eine quantitative Untersuchung der Leber auf Zn 
verlief negativ. Dieses Ergebnis läßt vermuten, daß in der Leber eine zu geringe 
Zn-Konzentration vorhanden sein mußte (unter 100 „g absolut). 

Fall 2. Hier handelt es sich um einen plötzlich verendeten Jagdhund, wobei 
uns jedoch nur ein Teil des vor dem Tode erbrochenen Mageninhaltes zugestellt 
wurde. 

Der qualitative Zn-Nachweis des vorher aufgeschlossenen Materials fiel ein- 
deutig positiv aus. 

3x 10g aufgearbeitetes Material wurden mit folgendem Zn-Ergebnis unter- 
sucht: 23,8 mg, 20,6 mg und 5,85 mg. Da gleichzeitig die P-Reaktionen. positiv 
ausfielen, dürften an einer Zinkphosphidvergiftung wohl kaum Zweifel gehegt 
werden. 

Fall 3. Eingesandt wurden hier Kropf mit Inhalt sowie Mageninhalt von zwei 
Hühnern mit der Bitte um Untersuchung auf Zinkphosphid. 


Befund: Qualitative Zink- und Phosphornachweise eindeutig positiv. Der 
quantitative Zn-Nachweis ergab in 3 x 10 g aufgearbeitetem Mageninhalt 4,9 mg, 
3,9 mg und 2,75 mg Zn. 

Auf Grund der angeführten Versuchsergebnisse und der Erhärtung 
der Methodik durch Untersuchung von Praxisfällen ist das komplexo- 
metrische direkte Titrationsverfahren zur Ermittlung von Zink bei 
Zinkphosphid-Vergiftungen geeignet und kann zur Anwendung emp- 
fohlen werden. 
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Zusammenfassung 

Die relativ häufig auftretenden Vergiftungen durch Schädlings- 
bekämpfungspräparate auf Zinkphosphidbasis veranlaßten uns, ein 
komplexometrisches Zinkbestimmungsverfahren bezüglich seiner An- 
wendung bei Vergiftungsfällen zu überprüfen. Es konnte dabei ermittelt 
werden, daß das Verfahren eine absolute Empfindlichkeit von 100 ug 
besitzt und zur Zinkbestimmung bei akuten Vergiftungen durch Zink- 
phosphid geeignet erscheint. Mit der hier angeführten komplexo- 
metrischen Titration liegt also der Schwerpunkt der Untersuchung auf 
toxikologischem und nicht physiologischem Gebiet. 
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Aus dem Institut fiir Pharmakognosie der Universitat Graz 
(Vorstand: Prof. Dr. R. Fiscner) 

Der Nachweis und die quantitative Bestimmung 
von Thiophosphorsäureestern in biologischem Material* 
Von 
R. Fıscher und W. KLissEeLHöLLeR 
Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 9. Dezember 1960) 


Über den chemischen Nachweis von Thiophosphorsäureestern (TPE), 
speziell von E 605, als der derzeit am häufigsten verwendeten Verbin- 
dung, liegt ein umfangreiches Schrifttum vor. In den diesbezüglichen 
Arbeiten wird zur Identifizierung von E 605 meist der Nachweis des 
p-Nitrophenols nach AVERELL und Norris benützt. Dieses Verfahren 
ist inzwischen von mehreren Autoren modifiziert und hinsichtlich seiner 
Spezifität kritisiert worden: Kaıser und Lang, FRETwURST und NAEVE, 
PAuLvus und MarLacH (1956), PauLus, MALLACH und JANITZKI, WEINIG, 
ScHMITT und Scumipt, Prem, Prem und GoLpsBacH, Kaiser und 
Haas (1956)!, Fıorı, Vıpıc! und PrisıLLa!. Die letzteren Autoren be- 
handeln neben der papierchromatographischen Nachweismethode auch 
die quantitative Auswertung auf Basis der Nitrophenolreaktion. 

Bezüglich anderer Thiophosphorsäureester sei erwähnt, daß beispiels- 
weise beim Diazinon der Pyrimidinanteil (Hats und MaceK') und bei 
Potasan das Methylumbelliferon (Bere, KucHInke und FıscHEr) nach- 
gewiesen wird, während man bei Malathion ammoniakalische Silber- 
lösung verwendet. Der Nachweis von Thiometon findet sich bei JUCKER. 
Schließlich seien noch IR-spektrophotometrische Methoden [HENGLEIN, 
SCHRADER und MÜHLMANN, ferner FISCHER und SPECHT und METCALF 
und Marcu (1953b und e)] erwähnt. Mit Polarographie arbeitet Sanpr. 
Hingewiesen sei noch auf gaschromatographische Untersuchungen bei 
Metasystox (WErNIG u. Mitarb. 1960). 

Unser Verfahren zum Nachweis der Thiophosphorsäureester be- 
nützt — aufbauend auf Versuchen von FiscHER und ÖOTTERBECK (1959) — 
zum Nachweis des Schwefels im Molekül die von Awe, REINECKE u. 
Traum (1954) erstmalig für die Papierchromatographie empfohlene 
Jodazid-Reaktion: 

2 NaN, + NaJ + J, =3N,+3 NaJ (vereinfacht). 


* Herrn Prof. Dr. ApoLr JarıscH, Innsbruck, zum 70. Geburtstag gewidmet. 
! Bei diesen Autoren reichhaltiges Literaturverzeichnis. Weitere Literatur kann 
von den Verfassern erhalten werden. 
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Schwefelhaltige Verbindungen katalysieren diese Reaktion (s. dazu: 
Awe (1951, 1953), AwE und NAuJocks, ferner Frrex (1960). Die braune 
Jodlösung wird entfärbt. Man verwendet eine 0,1—0,01 n-Jodlösung 
mit verschiedenen % Sätzen von Natriumazid. Auf dem mit dem Rea- 
gens besprühten Papier entsteht dort ein weißer Fleck, wo sich die 
schwefelhaltige Substanz befindet. Außerdem bilden sich Gasblasen 
(N,), die hier ohne Bedeutung sind. 

Da die Isolierung der intakten Thiophosphorsäureester aus bio- 
logischem Material infolge der vorhandenen Verunreinigungen und auch 
der im Organismus stattgehabten teilweisen Zersetzung Schwierigkeiten 
macht — s. die diesbezügliche Literatur — haben wir uns entschlossen, 
die TPE von vornherein zu spalten. Das Material bzw. ein Rohextrakt 
wird mit Lauge gekocht — hierdurch werden die Fette verseift — und 
es können die Fettsäuren als Magnesiumsalze entfernt werden. Es 
resultiert somit eine relativ saubere Lösung, aus der die Spaltprodukte 
ausgeschüttelt werden können. Diese sind einmal die Rumpfmoleküle 
(Diäthyl- und Dimethylverbindungen) und andererseits die für die je- 
weilige Verbindung charakteristische Gruppe, wie z. B. das Nitrophenol 
für E 605. Die intakten TPE entfärben die Jodazidlösung nur in ge- 
ringem Maße und wären für einen empfindlichen Nachweis weniger gut 
brauchbar. 


A. Qualitativer Nachweis der Thiophosphorsäureester 
Methodik! zur Analyse von 
I. Mageninhalt und Blut 


Zur Isolierung der TPE versetzt man 5—10 ml des Mageninhalts oder 
20—30 ml Blut mit 20 ml 15%iger Kalilauge, sowie 50 ml Athanol (96%) 
und kocht 3 Std lang am Rückfluß. (Zwecks Nachweis flüchtiger Thio- 
äther, die bei der Verseifung von Systox, Metasystox und Thiometon 
entstehen — s. Tabelle 1 — und ein wertvolles Merkmal darstellen, legt 
man 10 min nach Beginn der Verseifung ein mit Jodazidlösung 
getränktes Filterpapier auf den Kühler und erkennt an der rasch 
eintretenden Entfärbung die Gegenwart eines flüchtigen, schwefel- 
haltigen Stoffes.) Nach der Verseifung füllt man den Kolbeninhalt in 
ein Becherglas und vertreibt den Alkohol auf dem Wasserbad. In 
alkalischem Medium sind die TPE nicht flüchtig. Die zurückbleibende 
Lösung wird mit 4g Ammonchlorid, gelöst in 25 ml Wasser, versetzt 
und der Überschuß von Ammoniak auf dem Wasserbad vertrieben. Nun 
gibt man — bei etwa py 7—8 — tropfenweise eine konzentrierte Ma- 
gnesiumsulfatlösung zu, bis keine Fällung mehr entsteht. Es werden 

1 Über die Methodik wurde bereits kurz anläßlich der Tagung der Deutschen 


Pharm. Ges. in Frankfurt am 27. 6. 1959 und der Tagung der Deutschen Ges. f. 
gerichtl. u. soziale Medizin in Graz am 14. 10. 1960 berichtet. 
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die Fettsäuren gefällt (Fischer und Go), die TPE jedoch nicht mit- 
gerissen. Nach dem Abkühlen filtriert man durch ein Faltenfilter und 
wäscht mit 2%iger Magnesiumsulfatlösung nach. Man säuert an und 
schüttelt dreimal mit 30 ml Äther aus. Den mit Natriumsulfat getrock- 
neten Ätherextrakt läßt man ohne Erwärmen vorsichtig bis auf 0,5—1 ml 
verdunsten. Bei raschem Verdampfen unter Wärmezufuhr können er- 
hebliche Verluste an TPE eintreten (SCHEIBE AA 

und KLENKE). - [ % 

Als Vorprobe trägt man mit einer Capil- 
lare wenige Mikrotropfen auf ein Filterpapier 
auf und taucht in eine Jodazidlösung. Eine 
Entfärbung deutet auf schwefelhaltige Stoffe. U 
Bei negativem Ausfall der Reaktion sind AN 
TPE nicht vorhanden. 


II. Harn und Liquor N Glasfilternutsche 
en ‘ #t- zur Aufnahme des 
Es werden 20—30 ml Harn oder etwa Extrattionsmeteriels 


10 ml Liquor mit Lauge und Athanol 3 Std 
am RiickfluB gekocht, nach dem Vertreiben 
des Alkohols angesäuert und mit Äther ex- 
trahiert. 

















III. Organen 


20—30 g des zu untersuchenden Materials 
werden mit einem Wiegemesser zerkleinert 
und in einem geräumigen Porzellanmörser 
zuerst mit Seesand und dann mit Natrium- 
sulfat zu einem feinen, trockenen Pulver zer- 
rieben. Dieses wird in einem Becherglas mit 
100 ml Äthanol (96%) unter häufigem Um- Abb. ı. Extraktionsapparatur 
rühren durch 2 Std maceriert. Die gelblich 
gefärbte Extraktionsflüssigkeit wird in den Kolben des Extraktionsappa- 
rates!(Abb. 1) dekantiert und mit 30 ml 15%iger Kalilauge versetzt. Die 
Masse im Becherglas füllt man in ein Rohr mit Glassinterplatte (3x 20cm, 
Schott und Gen., Mainz, 6b G 2). Dieses wird in die Apparatur ein- 
gesetzt und sein Inhalt 3 Std im Durchfluß extrahiert. Es wird somit 
gleichzeitig das Material im Rohr mit dem von dem Kühler abtropfenden 
Äthanol extrahiert und der Extrakt im Kolben durch die Lauge verseift. 
Die im Rohr befindliche Masse ist nach der angegebenen Zeit fast farblos. 
Der Kolbeninhalt wird in einem Becherglas auf dem Wasserbad vom 
Alkohol befreit. Man fügt 10 g Ammonchlorid, in 40 ml Wasser gelöst, 
hinzu und verfährt wie oben beschrieben. 

1 Wir verwendeten hierzu einen einfachen Apparat mit kontinuierlichem Durch- 
fluß und Einhängekühler. 
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Zum Nachweis des Thioäthers — dieser kann in der vorliegenden 
Apparatur nicht wie auf S. 120 erwähnt erfolgen — werden etwa 10 min 
nach Beginn der Verseifung etwa 20 ml aus dem Kolben entnommen 
und in einen 100 ml-Erlenmeyerkolben überführt, in dessen Hals ein 
Allihnsches Rohr befestigt ist. Man stellt den Kolben auf ein kochendes 
Wasserbad und kann nach wenigen Minuten bei einem auf die Öffnung 
des Rohres gelegten Jodazidpapier eine Entfärbung beobachten, falls 
flüchtige Thioäther anwesend sind. 

Der eingeengte Ätherextrakt wird — vorher stellt man wiederum 
die Vorprobe an — mit Hilfe der beiden Chromatographiemethoden, der 
„Test-Tube-Chromatographie‘‘ (TTCH) und der ‚„Dünnschicht-Chro- 
matographie‘ (DSCH) analysiert. 

1. Der Nachweis mittels der „TTCH‘. Literatur hierüber siehe u. a. 
bei GORBACH, DEMMEL und GRASBÖLL und FISCHER und OTTERBECK 
(1957). 

Man verwendet Streifen (Papier Schleicher & Schüll 2043b mgl) im 
Format 230 x 15mm, auf denen in entsprechenden Eprouvetten die 
Chromatographie bei 30° durchgeführt wird. Die effektive Steighöhe 
beträgt etwa 20 cm, die Laufzeit 2,5—3 Std. Die Nachweisempfind- 
lichkeit liegt bei den TPE durchschnittlich bei 5—10 ug. 

Für den Nachweis der TPE benutzten wir folgende Lösungsmittel: 

Lösungsmittel I!: n-Butanol:Wasser: Aceton: Ammoniak (10%) = 
8:2:2:1. 

Lösungsmittel II: Methanol:Wasser: Ammoniak (1%) =19:1:1. 

Die Streifen werden mit dem Föhn getrocknet und in einen Steh- 
zylinder mit Jodazidlösung kurz eingetaucht. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 1 aufgeführt. 

Zum Vergleich wurde auch die übliche Chromatographie mit dem 
oben genannten Papier im Format 40 x 40 cm durchgeführt. Es ergab 
sich, daß die Rf-Werte bis auf geringfügige Abweichungen mit denen der 
„ITCH‘“ übereinstimmten. Die Empfindlichkeit war bedeutend geringer. 

2. Der Nachweis der TPE mittels der ,, DSCH**. Die von STAHL (1956, 
1958, 1959) eingeführte Methode hat sich auf verschiedensten Gebieten 
ausgezeichnet bewährt. Es wird mit einer auf Glasplatten gleichmäßig 
aufgestrichenen Kieselgelschicht (Kieselgel-G-Merck) von !/, mm Dicke 
gearbeitet. 

Als besondere Vorteile seien genannt: einfache Handhabung, Lauf- 
zeit von nur !/,—®/, Std, keine zeitraubende Klimatisierung, einfache 
Lösungsmittelsysteme und Möglichkeit der Verwendung aggressiver 





! Gegenüber der Mitteilung von Fischer und OTTERBECK (1959) haben wir das 
Lösungsmittel I etwas abgeändert, um von den neu aufgenommenen TPE (Potasan, 
Systox und Phenkapton) günstige Rf-Werte zu erhalten. 
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Sprühmittel, hohe Empfindlichkeit. Sie beträgt bei den TPE etwa 


1—3 ug. 

Die beiden von uns verwendeten Lösungsmittel: 

1. Methanol: Methylenchlorid: Ammoniak (10%) = 20:80:3, 

2. Methanol: Methylenchlorid : Ammoniak (10%) —=35:60:5. 

Arbeitsvorsehrift. Die mit dem Lösungsmittelgemisch beschickten, mit Butan- 
triol abgedichteten Glaskammern — Vaseline wird durch das Lösungsmittel heraus- 
gelöst — werden für '/, Std in den Trockenschrank bei 30° gebracht. Inzwischen 
sind die Substanzen in möglichst kleinen Tropfen (meist mehrmals) auf die Start- 
punkte der Kieselgelplatten aufgetragen worden. In dem Abstand von 12 em wird 
zur Begrenzung der Steighöhe ein Strich gezogen. Die Platten werden in die Glas- 
kammern gestellt und diese sofort in den Trockenschrank zurückgebracht. Die 
Chromatographie ist beendet, wenn die Lösungsmittelfront die 12 em-Begrenzung 
erreicht hat. Das Besprühen der mittels Föhn getrockneten Platten erfolgt mit 
einer Lösung von 3% Natriumazid in einer n/10-Jodlésung (Abzug!). Die weißen 
Flecken werden markiert oder mit Stärkelösung fixiert. Der Testfarbstoff läuft bei 
den verwendeten Lösungsmittelgemischen ungespalten bis an die Front. Man be- 
rechnet daher, wie üblich, die Rf-Werte. 

Es sei noch bemerkt, daß man das Lösungsmittelgemisch (etwa 100 ml) in der 
Glaskammer höchstens zweimal verwenden darf. Beim dritten Male treten schon Ver- 
änderungen im Rf-Wert auf. Offenbar kommt es zu einer Fraktionierung der leicht 
flüchtigen Bestandteile. Ebenso ist es unzweckmäßig, die Platten länger als 
1—2 Tage nach der Herstellung der Schicht aufzuheben, auch wenn man sie 
im Exsiccator beläßt. 

Infolge der Adsorptionswirkung des Kieselgels bleiben gefärbte Verunreini- 
gungen zum größten Teil auf der Startlinie zurück. Aminosäuren sind jedoch an 
der Lösungsmittelfront zu finden, ebenso die blauen Warnfarben einiger TPE, wie 
z. B. bei E 605 und Ekatin (Thiometon). 

Die beiden Chromatographiemethoden erlaubten den Nachweis folgender neun 
Thiophosphorsäureester. Der Reinheitsgrad der Substanz ist in Klammer gesetzt: 





a) Derivate der Diäthylthiophosphorsäure 

1. E 605 (Parathion) (99,8%), Bayer = p-Nitrophenyldiäthylthiophosphorsäure. 

2. Diazinon (9,1%), Geigy = Isopropyl-methylpyrimidyl-diäthylthiophosphor- 
säure. 

3. Potasan (99%), Bayer = Methyl-oxycumarin-diäthylthiophosphorsäure. 

4. Phenkapton (etwa 100%), Geigy = Dichlorphenyl-mercaptomethyl-diäthyl- 
dithiophosphorsäure. 4 

5. Systox! (etwa 50%), Bayer = Äthylthioglykol-diäthyl-thiophosphorsäure. 


b) Derivate der Dimethylthiophosphorsäure 
6. Chlorthion (etwa 100%), Bayer = Chlornitrophenyl-dimethylthiophosphor- 
säure. 
7. Metasystox (etwa 50%), Bayer = Äthylthioglykol-dimethylthiophosphor- 
säure?. 


1 Obwohl Systox nicht mehr hergestellt wird, haben wir es in die Liste auf- 
genommen, da alte Restbestände unter Umständen noch Anlaß zu Vergiftungen 
geben können. 

270% Thiono- und 30% Thiol-Form. 
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8. Malathion (95%), Cyanamid Corp. USA, Fattinger, Graz = Maleinsäure- 
diäthylester der Dimethyldithiophosphorsäure. 

9. Thiometon (etwa 100%), Sandoz = Athylthioglykol-dimethyldithiophosphor- 
säure. 

Da die TPE nicht als solche, sondern infolge der Laugenbehandlung nur in ge- 
spaltenem Zustand chromatographiert werden, erscheint bei a 1—5 der Wert der 
Diäthylthiophosphorsäure und bei b 6—9 der Wert der Dimethylthiophosphor- 
säure und daneben die entsprechenden Spaltprodukte, die zum Teil schwefelhaltig 
sind und mit Jodazid reagieren, zum Teil jedoch mit Hilfe anderer Reaktionen 
nachgewiesen werden (s. die „sekundären Merkmaie“ in Tabelle 1). 

Wir konnten nun an Hand einer von der Firma Bayer freundlichst über- 
mittelten Probe von Diäthylthiophosphorsäure (DiÄTP) feststellen, daß diese die 
gleichen Rf-Werte ergibt als sie nach der Verseifung der Diäthylthiophosphorsäure- 
ester auftreten (s. oberste Zeile der Tabelle 1). 

Bei Betrachtung der Tabelle 1 fällt auf, daß bei Lösungsmittel I beider chromato- 
graphischer Methoden, abgesehen von den Werten für die Diäthyl- und Dimethyl- 
thiophosphorsäure, noch weitere schwefelhaltige Substanzen mit anderen Rf- 
werten auftreten, z. B. bei Diazinon, Phenkapton, Systox usw. Diese im Interesse 
der Identifizierung erwünschte Erscheinung wird offenbar dadurch verursacht, daß 
bei der Verseifung zum Teil die Thiolform oder andere Isomere gebildet werden oder 
bei TPE mit zwei Schwefelatomen (bzw. Dithio-Verbindungen) die Spaltung in 
verschiedener Weise verläuft. 

Die Flecken der beiden Nitrophenole, des im UV hellblau fluorescierenden 
Methylumbelliferons und des mit dem Dragendorff-Reagens sichtbar gemachten 
Diazinderivats sind natürlich vor Anstellung der Jodazidprobe zu beachten. Die 
beiden Flecken der Nitroverbindungen sind durch das ammoniakhaltige Lösungs- 
mittel bereits gelb gefärbt und es erübrigt sich meist die von Vıpıc angegebene 
Reaktion. 

Bezüglich des Dragendorff-Reagens (modifiziert von MACHEBOEUF und MUNIER, 
s. auch Hats und Macek) betonen FiscHer und OTTERBECK (1957), daß man nach 
dem Besprühen bzw. nach Ausbildung der orangefarbenen Flecken mit Leitungs- 
wasser, das meist schwach alkalisch reagiert (oder mit destilliertem Wasser, das auf 
{ Liter 1 ml n-Kalilauge enthält), waschen soll: Die Gelbfärbung des Papiers ver- 
schwindet und der orangefarbene Fleck wird auf weißem Grunde sichtbar. Bei der 
„DSCH‘“ wird mit einer etwas stärkeren Lösung gesprüht, und es erscheinen die 
orangefarbenen Flecken nach einiger Zeit sowieso auf weißem Untergrund. 

Wie man aus dem Vergleich der Lösungsmittel I und II, speziell der „TTCH‘“ 
ersieht, sind für die Identifizierung die Werte von Lösungsmittel I die wichtigeren, 
da sie sich besser voneinander unterscheiden. Das Lösungsmittel IT ist hingegen 
für die quantitative Bestimmung wertvoll, da es erlaubt, durch Herausschneiden 
des Fleckes, etwa von Rf 0,75—0,90, alle TPE zu erfassen (s. die quantitative Be- 
stimmung 8. 128). 

Da die Empfindlichkeit der Jodazidreaktion bedeutend höher ist als die der 
„sekundären Merkmale‘, könnte es bei Vorhandensein kleinster Mengen vorkommen, 
daß die Jodazidreaktion positiv ausfällt, die anderen Merkmale jedoch — mit Aus- 
nahme der Fluorescenz — nicht in Erscheinung treten. Man wird daher in solchen 
Fällen in erster Linie den Mageninhalt untersuchen, in dem sich noch relativ 
größere Mengen der TPE finden (s. Fall IX, S. 135). 

Die Empfindlichkeit der Jodazidreaktion kann noch gesteigert werden, wenn 
man mehr Natriumazid — etwa 6—8% in 0,03—0,01 n-Jodlösung gelöst — als 
Reagens bei der „TTCH‘“ verwendet. 
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Tabelle 1 
Lösungsmittel I Lösungsmittel II 
Substanz nach vor nach ver Bemerkung 
Jodazid Jodazid Jodazid Jodazid 
T est-tube-Chromatographie :Rf-Werte 
Diathylthio- 
phosphorsäure 0,49 0,82 
Parathion (E 605) 0,49 0,82 
Nitrophenol 0,50 0,70 gelb 
Diazinon . . | 0,50 0,63 0,80 
Diazinrest . . - 1,00 0,82 Dragen- 
dorff + 
2 0,50 0,84 
Me-Umbelliferon 0,50 0,72 fluoresciert ! 
Phencapton 0,48 0,08 0,82 
| .:.» . - 0,49 0,58 0,84 flüchtiger 
Thioäther 
Chlorthion . . . . | 0,42 0,84 
Cl-Nitrophenol . 0,60 0,76 gelb! 
Metasystox j 0,42 0,54 0,84 flüchtiger 
Thioäther 
Malathion! . . . . | 0,42 0,22 0,80 0,90 
0,64 0,56 
0,30 
Thiometon . . 0,40 0,60 0,84 flüchtiger 
Thioäther 
Dünnschichtchromatographie 
Diäthylthio- 
phosphorsäure . 0,42 0,86 
Parathion (E 605) . | 0,42 0,84 
Nitrophenol 0,81 0,90 gelb 
Diazinon . . | 0,44 0,86 
Diazinderivat. . 1,00 1,00 Dragen- 
dorff + 
Potasan . . . . . | 0,42 0,56 0,88 
Me-Umbelliferon 0,80 0,92 fluoresciert 
Phencapton 0,40 0,68 0,98—1,0 
Systox ..... 0,43 0,58 0,86 flüchtiger 
Thioäther 
Chlorthion . ER 0,82 
Cl-Nitrophenol . 0,67 0,90 gelb 
Metasystox . 0,30 0,40 0,87 flüchtiger 
0,48 Thioäther 
Malathion 0,32 0,44 0,99 —1,0 
0,58 
0,66 
Thiometon . 0,34 0,58 0,90 flüchtiger 
0,28 Thioäther 

















Das in Stäubemitteln enthaltene ,,Methyl-Parathion“ gibt den Rf-Wert der 
Dimethylthiophosphorsäure und dazu (im Gegensatz zum Chlorthion) den gelben 
p-Nitrophenol-Fleck. Man findet somit beim Lösungsmittel I: TTCh: Rf nach 
Jodacid: 0,41; dazu Rf (gelb) vor Jodacid 0,50. DSCH: Rf nach Jodacid: 0,31; 
dazu Rf (gelb) vor Jodacid 0,81. 


1 Die Flecken bei 0,90, 0,56 und 0,30 bei Lösungsmittel II (TTCH) sind recht 
schwach und nur bei größeren Mengen deutlich zu sehen. 
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Schema der Identifizierung 








Kolonne I 


Kolonne IT 


Kolonne III 





Sekundäre Merkmale Substanz 
Test-T'ube-Chromatographie 
Lösungsmittel I Jodazidreagens 
Rf 0,49 (+ 0,01): Diäthylderivate 
Rf 0,5 gelb Parathion 
dazu Rf 0,63 Rf 1,0 + Dragendorff orange Diazinon 
Rf 0,5 UV-fluoresciert Potasan 
dazu Rf 0,58 + fliichtiger Thioäther Systox 
dazu Rf 0,08 - Phencapton 
Rf 0,41 (+ 0,01) : Dimethylderivat 
Rf 0,6 gelb Chlorthion 
dazu Rf 0,54 + flüchtiger Thioäther Metasystox 
dazu Rf 0,6 desgl. Thiometon 
dazu Rf 0,64 und 0,22 - Malathion 
Lösungsmittel II Jodazidreagens 
Rf 0,82 (+ 0,02) Diäthyl- + 
Dimethylderivat 
Rf 0,7 bzw. 0,76 gelb Parathion 


dazu Rf 0,9, 0,56, 0,3 


Rf 0,82 
Rf 0,72 UV-fluoresciert 
+ flüchtiger Thioäther 


Dünnschichtchrom atogre uph ue 


Lésungsmittel I Jodazidreagens 
Rf 0,42 (+ 0,02) Diäthylderivate 


dazu Rf 0,56 
dazu Rf 0,58 
dazu Rf 0,68 


Rf 0,32 (+ 0,02) Dimethylderivate 


dazu Rf 0,40 0,48 
dazu Rf 0,28 0,58 
dazu Rf 0,44 0,58 0,66 


Lösungsmittel II Jodazidreagens 
Rf 0,82—0,88 z. T. für beide 
Gruppen 
Rf 0,82—0,84 


Rf 0,86 
Rf 0,88 
Rf 0,86—0,87 
Rf 0,9 
Rf 0,98—1,00 





| 
| 


Rf 0,81 gelb 

Rf 1,0 + Dragendorff orange 

Rf 0,8 UV-fluoresciert 
fliichtiger Thioäther 


Rf 0.67 gelb 
flüchtiger Thioäther 
desgl. 


Rf 0,9 beide gelb 


Rf 1,0 Dragendorff orange 
Rf 0,92 UV-fluoresciert 
fliichtiger Thioäther 


desgl. 


Dragendorff orange 





bzw. Chlor- 
thion 
Diazinon 
Potasan 
Metasystox, 
Systox, 
Thiometon 
Malathion 
Phencapton 


Parathion 
Diazinon 
Potasan 
Systox 
Phencapton 


Chlorthion 
Metasystox 
Thiometon 
Malathion 


Parathion 
und Chlor- 
thion 

Diazinon 

Potasan 

Systox, 
Metasystox 

Thiometon 

Phencapton, 
Malathion 
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Es wird sich in solchen Fällen empfehlen, von Organen nicht weniger als 30 g 
zu verarbeiten. Jedoch auch bei Fehlen der „sekundären Merkmale“ ist es möglich, 
E 605 und Chlorthion per exclusionem zu identifizieren (s. das Schema der Identi- 
fizierung, Tabelle 2). 

Kolonne I zeigt die bei beiden Chromatographie-Verfahren und beiden Lösungs- 
mitteln erhaltenen Rf-Werte, wobei die jeweiligen Zahlen für die Diäthyl- und 
Dimethyl-Thiophosphorsäure (halbfett !) bei Lösungsmittel I und unter Verwendung 
von Jodazid als richtungsweisend zu erwähnen wären. Auf jeden dieser Werte 
folgen dann die zusätzlich auf dem Chromatogramm zu beobachtenden Flecken. 
Die „sekundären Merkmale‘ sind dann (Kolonne II) die typischen Spaltprodukte 
der einzelnen TPE mit ihren Reaktionen. Lösungsmittel II ist wenig trennscharf — 
siehe dessen Vorteile bei der quantitativen Bestimmung mittels Filterpapier 
(TTCH). Bei den DSCH — Lösungsmittel II — sind die Dithio-Verbindungen 
an den Rf-Werten von 0,9—1,0 erkennbar. Die übrigen TPE-Werte streuen 
etwas. 

Obgleich die zur Verfügung stehenden Rf-Werte und sekundären Merkmale für 
die Identifizierung vollauf genügen — man kann pro Substanz mit 5—12 Rf-Werten 
rechnen (dazukommen drei flüchtige Thioäther, das sind 6—13 Merkmale) —, ist 
es von Interesse, sich mit den in normalen Organen vorkommenden schwefel- 
haltigen, mit Jodazid reagierenden Verbindungen auseinanderzusetzen. Vor allem 


Tabelle 3. Schwefelhaltige Substanzen, die nach dem Kochen mit Lauge, Ansäuern 
und Ausschütteln mit Äther bei der Tüpfelprcbe Jodazid entfärben 























Rf-Werte 
Substanz TTCH TTCH DSCH Bemerkung 
Lösung I Lösung II Lösung I 
eee 1,0 1,0 0,96 schwach 
ee Se 5 0,94 0,96 1,0 schwach 
a es ese 1,0 0,0—0,45 1,0 verwaschen 
Methionin . . . . - 1,0 0,43 1,0 schwach 
2 (re 1,0 - Aufhellung gering 
Favistan ..... 1,0 0,0--0,90 - Aufhellung gering 
Megaphen . . . . . 1,0 0,55 1,0 schwacher Fleck 
Methyl-Thiourazil . 1,0 0,6 1,0 
Propyl-Thiourazil . 0,6 | 0,73 0,90 
Penicilline . . . .. 1,00 1,00 1,00 
Phenergan .... 1,0 - 1,0 nur Aufhellung 
Thiobarbital . . . . 0,28 0,9 0,64 
Thyreocordon . . . 0,74 0,70 0,86 
Supronal (Badional) 0,28 0,43 1,0 nur Aufhellung 
BOGE Sw ww 0,0—0,2 0,5—0,8 0,9 nur Aufhellung 
Knoblauch. . . . . 0,0—0,2 0,5—0,8 0,9 nur Aufhellung 
1,0 


Chemische Zusammensetzung der Markenpräparate: 

Antabus: Tetraäthylthiuramdisulfid 

Covatix: p-Butylmercaptobenzhydryl-ß-dimethylaminoäthylsulfid 

Megaphen: N-(3-Dimethylaminopropyl)-3-Chlorphenothiazin (Largactil, Cl- 
Promazin 

Phenergan: N-(2-Dimethylamino-2-methyl)-äthylphenothiazin (Atosil) 

Favistan: 1-Methyl-2-mercaptoimidazol 

Thyreocordon : 2-Mercaptobenzimidazol-1,3-dimethylol 

Badional: ßp-Aminobenzolsulfatthiocarbamid 
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muß man an schwefelhaltige Aminosäuren — Cystin, Cystein und Methionin — 
(Schwefelwasserstoff scheidet aus) und eventuell Aneurin denken. 

In zahlreichen Versuchen mit frischen tierischen Organen, mit alten Leichen- 
teilen, Blut und Harn, welche sicher keine TPE enthielten, konnte festgestellt 
werden, daß schwefelhaltige Verbindungen bei der „TTCH‘“ auf der Startlinie 
sitzenblieben oder bis maximal zu einem Rf-Wert von 0,45 als verwaschene Zone 
aufstiegen. Bei der „DSCH“ wandern manchmal gelb gefärbte Verunreinigungen 
bis zu einem Wert von 0,55. In der Tabelle 3 sind die Rf-Werte einiger körper- 
eigener Stoffe und einer Anzahl von bekannten schwefelhaltigen Arzneimitteln 
aufgeführt. Wie man aus der Tabelle ersieht, besteht bei keiner der angeführten 
Verbindungen die Gefahr einer Verwechslung mit einem TPE. 


B. Die quantitative Bestimmung der Thiophosphorsäureester 

Sie beruht im Prinzip auf der colorimetrischen Messung der Ent- 
färbung einer eingestellten Jodazidlösung im Lange-Colorimeter. 

Zur Herstellung der benötigten alkoholischen Jodazidlösung werden 
1,5 g (oder weniger, s. unten) Natriumazid in 10 ml einer 0,1 n-Jod- 
lösung gelöst und in einem Meßkolben von 100 ml mit 96%igem 
Äthanol aufgefüllt. Die Lösung ist gut verschlossen und vor Licht 
geschützt aufzubewahren. 

Es wurden zunächst die Bedingungen geprüft, unter denen die 
Colorimetrie der TPE einwandfrei durchführbar ist. 

Die Entfärbung der Jodazidlösung ist abhängig: 

l. von der Konzentration des Natriumazids. Mit steigender Azid- 
konzentration wird die Entfärbung stärker (bei diesem Versuch wurde 
natürlich Zeit und Menge der TPE konstant gehalten); 

2. von der Wartezeit, die zwischen der Mischung der Jodazidlösung 
mit den TPE und der Ablesung im Colorimeter verstreicht. Je länger 
die Wartezeit, desto intensiver die Ausbleichung. Während der Ein- 
wirkung ist Lichtschutz unbedingt erforderlich; 

3. von der Konzentration der TPE. Im Bereich von 0—300 ug be- 
steht Proportionalität. 

Um die Messung der TPE durchzuführen, war es erforderlich, für 
jede Substanz Natriumazidkonzentration und Zeit konstant zu halten. 
Da die einzelnen TPE zum Teil verschieden reagieren (Zahl der Schwefel- 
atome und Isomerengehalt), wurden für jede Verbindung die optimalen 
Bedingungen festgelegt, so daß die erhaltene Funktion aus Ausbleichung 
(bzw. Absorption) und Konzentration der TPE eine Gerade darstellt. 
So entsprachen bei vier Substanzen 1,5% Natriumazidkonzentration 
und eine Ablesezeit von 10 min diesen Forderungen. Bei anderen mußte 
die Azidkonzentration und die Wartezeit herabgesetzt werden, um den 
geforderten linearen Verlauf zu gewährleisten. 

Da bei der Isolierung der TPE aus biologischem Material auf jeden 
Fall eine Verseifung durchgeführt wird, kommen für die Aufstellung der 
Eichkurven ebenfalls nur die Verseifungsprodukte in Frage. Zur Er- 
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stellung der Eichkurve wäre die Ausätherung nach der Verseifung, wie 
diese bei den Organen durchgeführt wird, zu langwierig und mit Fehlern 
behaftet. Wir haben uns daher für folgendes einfaches Verfahren ent- 
schieden: 

Genau 1 g des TPE wird in 20 ml Äthanol gelöst. Von dieser Lösung 
pipettiert man I ml, dazu I ml einer 20%igen Lauge und 2—3 ml 
Äthanol (so daß die Flüssigkeit klar bleibt) in ein ausgezogenes Glasrohr 
von etwa 7—8 mm Lumen, schmilzt zu und läßt in einem Block oder im 
Trockenschrank 2 Std bei 140° verseifen. Nach dieser Zeit bringt man 
den Inhalt des Rohrs in einen Meßkolben von 25 ml Inhalt, spült mit 
Alkohol nach und säuert an, so daß die Lösung schwach sauer reagiert, 
und füllt mit Äthanol auf genau 25 ml auf. Von dieser Lösung enthalten 
0,05 ml gerade 100 ug des TPE. 

Liegen Verbindungen mit flüchtigem Thioäther vor (Systox, Meta- 
systox und Thiometon), bringt man den Inhalt des Rohres in ein kleines 
Becherglas und erhitzt 5—10 min auf dem Wasserbad, um den Thio- 
äther zu vertreiben. Nach dieser Zeit wird ein in das Becherglas ge- 
haltenes Jodazidpapier nicht mehr entfärbt. Man nimmt mit Äthanol 
auf und bringt die Lösung quantitativ in den Meßkolben. Nach dem An- 
säuern wird mit Alkohol auf 25 ml aufgefüllt. Man vermeidet somit 
Fehler, die durch unterschiedliche Behandlung von Probe- und Eich- 
lösung bedingt sein könnten. 

Die Aufstellung der Eiehkurve. Man mißt die Entfärbung der alko- 
holischen Jodazidlösung im Lange-Colorimeter VI mit Mikrocuvetten 
von lcm Schichtdicke und 5,5 ml Inhalt nach dem Prinzip der Aus- 
schlagmethode unter Verwendung eines Blaufilters. 

Nachdem man durch Einsetzen der mit Wasser gefüllten Cuvette 
den Nullpunkt bestimmt hat, pipettiert man 4,4 ml Äthanol (96%) und 
1 ml der n/100 alkoholischen Jodazidlösung mit festgesetztem Azidgehalt 
(s. Tabelle 4) in eine zweite Cuvette und stellt durch Betätigung beider 
Drehwiderstände auf 100% Absorption ein. In die Cuvette II pipettiert 
man hierauf die gewünschte Menge der erhaltenen Testlösung und stoppt 
die Zeit. Es entsprechen 0,05 ml 100 ug TPE. Man bedeckt sodann mit 
einer kleinen Glasplatte, schwenkt um, stellt die Cuvette in eine Schale 
von 20° und sorgt für Lichtschutz. 

Kurz vor Ablauf der Ablesezeit setzt man die Cuvette in das Colori- 
meter ein und bestimmt genau zur festgelegten Zeit den Ausschlag. 


Aus der Tabelle 4 sind die nötigen Natriumazidkonzentration, die 
Ablesezeit und die Skalenteile des Lange-Colorimeters ersichtlich, die 
sich unter den Milligramm-Mengen TPE finden. In der letzten Kolonne 
sind die Nummern der Eichkurven für die einzelnen TPE angeführt, die 
dann in den Abbildungen 2 und 3 erscheinen. Bei der Aufstellung der 
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Eichkurven für Parathion und Chlorthion ist außerdem folgendes zu 
beachten: 

Die durch Verseifung gewonnene Eichlösung enthält einen dieser 
Verbindungen entsprechenden Gehalt an Nitrophenol bzw. Chlornitro- 
phenol. Die alkalisch reagierende Jodazidlösung [der Zusatz der schwach 


Tabelle 4. Lange-Colorimeter: Skalenwerte für die Eichkurven der TPE ( Blaufilter) 















































0,01n Jod-| Warte- Skalenteile TPE 
Substanz lösung + zeit j Nr. der 
% Na-Azid| min 0 ug | 100 ug | 200 vg | 300 ag | Eichkurve 
Diäthylihiophosphor- 

Ce oe 1,5 10 100 75 50 27 IV 
Parathion = E 605 1,5 10 100 85 69 54 I 
Diazinon ae 1,5 10 100 86 72 58 VI 
u FE ee 1,5 10 100 87 75 64 V 
a 0,4 8 100 75 50 25 Vill 
Phencapton . . . . . 0,2 5 100 80 60 50 II 
Chlorthion ..... 1,5 10 100 86 72 58 VI 
Metasystox ..... 0,8 3 100 | 78 57 35 Vil 
Thiometon ..... 0,4 5 100 85 69 54 I 
Malathion .....] 08 10 | 100 | 77 | 55 | 32 WI 
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Abb. 2 Abb. 3 


Abb. 2 u. 3. Wegen der besseren Übersicht wurden die Eichkurven der neun TPE samt der 

DiÄTP auf zwei Tafeln aufgeteilt und fortlaufend numeriert. (Je zwei Substanzen er- 

geben identische Kurven.) J Parathion = Thiometon; JJ Phencapton; I/II Malathion; 

IV Diäthylthiophosphorsäure; V Potasan; VI Diazinon = Chlorthion; VII Metasystox; 
VIII Systox 


sauren Lösung der TPE in der angegebenen geringen Menge (0,05 bis 
0.15 ml) ist nicht imstande, die pp der Jodazidlösung wesentlich zu ver- 
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schieben] bewirkt das Entstehen einer gelben Farbe. Es wird also die 
Jodazidlösung durch diese beiden Substanzen nicht bis farblos ausge- 
bleicht, sondern stellt sich auf einen höheren, der jeweiligen Nitrophenol- 
konzentration entsprechenden Endwert ein. Der Nullpunkt ist daher auf 
eine solche gelbgefärbte Lösung einzustellen. 

Man gibt also zu einer bestimmten Menge einer verseiften Lösung von 
E 605 oder Chlorthion 1 ml Jodazidlösung und 4,4 ml Äthanol, wartet 
so lange, bis die Jodlösung völlig verbraucht ist und nur noch die durch 
Nitrophenol bedingte Farbe übrigbleibt. Mit dieser Lösung wird an 
Stelle von Wasser der Nullpunkt bestimmt. 

Ausgehend von den Kurvenwerten der Diäthylthiophosphorsäure 
(DiATP) gelingt es, unter Berücksichtigung der jeweiligen Molekular- 
gewichtsverhältnisse, den Kurvenverlauf für die vier TPE rechnerisch 
zu ermitteln, bei welchen gleiche Bedingungen eingehalten werden (1,5% 
NaN, und 10 min Wartezeit). Der Faktor zur Umrechnung von DiATP 
auf E 605 beträgt 1,7, auf Diazinon 1,8 und auf Potasan 1,9. Auch auf 
Chlorthion, das ja unter denselben Bedingungen analysiert wird, kann 
man mit dem Faktor von 1,8 umrechnen. Es sind demnach die Kurven 
von Diazinon und Chlorthion identisch. 

Die errechneten Werte stimmen mit den experimentell erhaltenen gut 
überein. 

Die Eichkurve für die DiATP wurde in der Weise hergestellt, daß man 
von einer alkoholischen Lösung 1:500 die entsprechenden Mengen (0,05, 
0,10 und 0,15 ml für 100, 200 und 300 ug) in die Cuvette pipettiert, 1 ml 
einer n/100 alkoholischen Jodazidlösung (mit 1,5% NaN,) nebst 4,4 ml 
Äthanol zusetzt. Man mißt nach 10 min den Ausschlag im Colorimeter. 

Mit Rücksicht auf die nicht allzugroße Spezifität der Jodazidreaktion 
ist es notwendig, den Ätherextrakt des Organmaterials zu reinigen. 
Vipic versuchte dies bereits mit einem etwas komplizierten Verfahren. 
Auch wir haben eine Reihe von Adsorptionsmitteln geprüft, welche die 
Verunreinigungen zurückhalten, jedoch die TPE durchlassen sollen. Es 
waren dies: Magnesiumoxyd, Kieselgel, Bleicherde, Diatomit, Aluminium- 
oxyd alkalisch, neutral und sauer, Kohle, Fasertonerde, Amberlite, 
Wofatite, Frankonit, Floridin und schließlich auch Polyamidpulver zur 
Säulenchromatographie. (Von der BASF-Ludwigshafen wurde uns ein 
solches Versuchspräparat PP 15/Sp in dankenswerter Weise zur Ver- 
fügung gestellt.) Von diesem Pulver werden wohl gefärbte Verunreini- 
gungen, die sich besonders in verfaulten Organen finden, recht gut 
zurückgehalten man benützt für diesen Zweck eine Säule von nur 
2cm Höhe und 7—8mm & —. Es laufen jedoch neben den TPE 
auch die schwefelhaltigen Aminosäuren durch, so daß für deren Ent- 
fernung das Polyamidpulver nicht brauchbar ist. Da keine der Sub- 
stanzen die gestellten Anforderungen erfüllte, haben wir uns entschlossen, 
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die Reinigung auf dem Papierchromatogramm vorzunehmen. Um 
meßbare Mengen zu erhalten, genügt ein bei der „TTCH‘“ benützter 
Streifen bzw. der erhaltene kleine Fleck nicht. Man trägt vielmehr die 
Probe streifenförmig auf die Startlinie eines größeren Filterpapiers 
auf. Länge und Steighöhe bleiben dieselben wie bei der „TTCH‘. Man 
verwendet das Lösungsmittel II, bei dem die Rf-Werte der TPE nahe 
bei 0,82 liegen, wobei schwefelhaltige Aminosäuren nicht höher als 
0,45 steigen. Nach beendeter Chromatographie wird ein etwa dem 
Rf-Wert von 0,75—0,90 entsprechender Streifen herausgeschnitten 
und die daraus eluierten TPE colorimetriert. Es kann bei diesem Reini- 
gungsverfahren mit einer Ausbeute von 95% gerechnet werden. Die 
„DSCH“ eignet sich nicht so gut für die Reinigung, da es schwer mög- 
lich ist, die benötigten Mengen auf die dünnen Kieselgelschichten 
aufzutragen. 


Arbeitsvorsehrift. Organe werden, wie im qualitativen Teil beschrieben, durch 
Verreiben mit Sand und Natriumsulfat und nachfolgender Extraktion verarbeitet. 
Der erhaltene Ätherextrakt wird getrocknet und auf etwa 0,5—1,0 ml eingeengt. 
Diese Menge trägt man mittels einer Mikropipette quantitativ, streifenförmig auf 
ein Papier (22 x 18 cm, Schleicher & Schüll 2043b mgl) in einer Breite von 14 em 
und 2,5 cm von der 18 cm-Kante entfernt auf, so daß beiderseits des aufgetragenen 
Streifens noch 2 cm frei bleiben. Die Laufrichtung ist somit parallel zur 22 cm- 
Kante. Man rollt das Papier zu einem Zylinder, hält den oberen Teil mit einem 
Papierstreifen und zwei Heftklammern zusammen, so daß die Längsseiten sich 
nicht berühren. Zur Chromatographie dient ein zylindrisches Gefäß von 23 cm 
Höhe und 10—12 cm Durchmesser. Dieses wurde vorher mit 40—50 ml des 
Lösungsmittels II der „TTCH“ beschickt und '/, Std im Trockenschrank bei 30° 
gehalten. Man stellt die Papierrolle in das Gefäß und bringt dieses sofort in den 
Trockenschrank bei 30° zurück. Die Laufzeit beträgt etwa 2—3 Std. Sobald sich 
die Lösungsmittelfront etwa 1 cm vor dem oberen Rand des Papiers befindet, 
nimmt man es aus der Kammer, markiert und trocknet es. 

Aus der Mitte des Papiers schneidet man als Vorprobe einen 0,3—0,5 em breiten 
Streifen heraus und bestimmt durch Eintauchen in eine Jodazidlösung den Rf- 
Wert. Die Zone des Rf-Werts, die man nach oben und unten um je einen Zenti- 
meter erweitert, schneidet man aus dem gesamten Chromatogramm heraus. Der 
zerkleinerte Streifen wird in ein kleines Adsorptionsrohr von etwa 1 em Durch- 
messer eingefüllt, und mittels eines Glasstabes angedrückt. Hierauf eluiert man 
mit dreimal 2 ml Äthanol, bis genau 4,5 ml Eluat erhalten werden. Man füllt die 


Lösung in eine Cuvette von 5,5 mi Inhalt der Flüssigkeitsspiegel befindet sich 
dann bereits oberhalb des Lichtaustrittes und legt damit im Colorimeter den 


Nullpunkt fest. Durch Modellversuche wurde festgestellt, daß die Elution des 
Filterpapiers in der beschriebenen Weise quantitativ verläuft. 

Eine zweite ebensolche Cuvette füllt man mit 4,5 ml Alkohol und 1 ml Jod- 
azidlösung und stellt den Zeiger auf 100 Skalenteile ein. Der zu prüfenden Lösung 
in der ersten Cuvette gibt man nun | ml der Jodazidlösung zu, stoppt die Zeit, 
bedeckt mit einer kleinen Glasplatte, schwenkt um und bewahrt sie in einer Schale 
mit Wasser von 20° vor Licht geschützt auf. Genau zur angegebenen Zeit wird 
colorimetriert. Die Konzentration der TPE wird an Hand der Eichkurve er- 
mittelt. 
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Magen- und Darminhalt. In diesen Organen ist meist ein recht hoher Gehalt 
an TPE zu erwarten. Die Vorschrift wird dahingehend abgewandelt, daß man den 
Ätherextrakt des am Rückfluß verseiften Materials (es genügen hier meist 5—10 g) 
an der Luft vorsichtig verdunsten läßt und den Rückstand je nach der Konzen- 
tration mit einer passenden Menge Alkohol (96%) aufnimmt. Davon trägt man 
mittels einer Mikropipette (nach Horzer) einen aliquoten Teil auf die Startlinie 
des Papiers auf. Sollte die Menge noch zu groß sein, muß man eben verdünnen, 
um in das von der Eichkurve umspannte Gebiet von 0—300 ug zu fallen. Wenn 
man bei der Entwicklung des schmalen Probestreifens feststellt, daß eine rasche 
und intensive Entfärbung eintritt, eluiert man den herausgeschnittenen und zer- 
kleinerten Papierstreifen nicht mit 4,5 ml, sondern mit 9 ml Alkohol. Das erhaltene 
Ergebnis wäre dann lediglich zu verdoppeln. 

Da bei Malathion beim Rf-Wert von 0,56 und 0,30 recht schwache jodazid- 
positive Flecken zu beobachten sind, die bei der quantitativen Bestimmung mittels 
Chromatographie weggeschnitten und nicht eluiert werden, könnte dadurch ein 
"ehler entstehen. Dieser ist jedoch, wie Modellversuche mit Reinsubstanz zeigten, 
so gering, daß er praktisch keine Rolle spielt. 


€. Die Anwendung der Methode und di= mit ihr erzielten Ergebnisse 

Nach der von uns ausgearbeiteten Methode wurde folgendes Material 
qualitativ und quantitativ untersucht: 

1. Leichenteile von zehn tödlichen Vergiftungen', davon a) fünf quali- 
tativ und quantitativ auf E 605, b) vier nur qualitativ auf E 605, c) ein 
Fall qualitativ auf Metasystox. 

2. Zehn verschiedene Materialien, wie Futtermittel, Geflügelkröpfe, 
Speisen, ein Hundekadaver mit Köder, Brunnenwasser usw. 

ad la. Zwecks qualitativer Untersuchung verwendeten wir in erster Linie 
Mageninhalt (5—10 g) und auch Leber (20—30 g). Die erhaltenen Rf-Werte lagen 
immer innerhalb der angegebenen Grenze. Die Leichenbefunde stimmten mit den 
von MARESCH (dort reichhaltiges Literaturverzeichnis) postulierten Veränderungen, 
wie Krampfstellung der Füße, gespannte Strecksehnen bei Füßen und Händen, 
Blutfülle im Gehirn, den weichen Hirnhäuten, den parenchymatösen Organen wie 
Lunge und Milz, in allen Fällen überein. Lediglich bei Fall VI und VII waren diese 
Veränderungen weniger deutlich ausgeprägt. 

In vier Fällen wies der Mageninhalt eine von der Warnfarbe des E 605 her- 
rührende Blaufärbung auf. 

Der Eintritt des Todes erfolgte meist ziemlich rasch, zuweilen 10—15 min nach 
Einnahme, manchmal nach */, Std, je nach der Menge des Giftes und der Resorp- 
tionsgeschwindigkeit. Voller Magen setzt die Zeit bis zum Todeseintritt begreif- 
licherweise hinauf. In sieben Fällen handelte es sich sicher um Selbstmord, bei den 
restlichen drei führten die Erhebungen nicht zu einem sicheren Ergebnis. 

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der quantitativen Organuntersuchung in fünf 
Fällen, wobei zu betonen ist, daß Fall I und II erst nach 9 bzw. 6 Monaten das 
erste Mal quantitativ untersucht wurde. Dazu sei bemerkt, daß Leber und Niere 
etwas eingetrocknet waren und die beiden Werte im Verhältnis zu den übrigen 
Organen relativ hoch waren. Fall V und zum Teil auch Fall IV fällt durch einzelne 


1 An dieser Stelle sei Herrn Prof. Dr. A. WERKGARTNER, Vorstand des Instituts 
für gerichtliche Medizin der Universität Graz, für die Überlassung des Sektions- 
materials bestens gedankt. 
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niedrige Werte auf, die einerseits auf die offenbar niedrige Dosis und in Fall V auf 
den stark gefüllten Magen zurückgeführt werden können. 

Die Werte in Tabelle 5 sollen nur gewisse Anhaltspunkte über die Verteilung 
in den einzelnen Organen geben und erheben keinen Anspruch auf Allgemein- 
gültigkeit. 


Tabelle 5. Milligramm-Prozent Parathion in den einzelnen Organen der Fälle I—V 














Organ Fall I Fall II | Fall III | Fall IV Fall V 
| | 

RR AT 0,83 0,82 | 0,18 
RS a ar 0,66 0,38 0,57 0,22 0,34 
2 a 0,22 0,28 0,12 
Blut (Brustraum) . . . . 1,48 0,36 
Blut (Gehirn) ..... 0,26 1,04 
Es Tee Bed ok) a sd 0,19 0,16 
Me cs gs eee 0,29 0,34 0,23 
es ss ke 0,14 | 
Mageninhalt ..... . | 1160,0 8300,0 1050,0 650,0 470,0 
Dünndarminhalt . .. . 73,5 5,1 
Diekdarminhalt .... 52,5 | 
MET 13 | | 








Im Falle I und II wurden die Organe erst 9 bzw. 6 Monate nach der Sektion 
erstmalig quantitativ gepriift — Leber und Niere waren stark eingetrocknet. 
Die übrigen Materialien befanden sich in verschlossenen Gefäßen. 

Im Falle III konnte auch im Liquor cerebrospinalis Parathion nachgewiesen 
werden. 





Interessantere Aufschlüsse geben Untersuchungen, bei denen Organe 
und Mageninhalte sofort und nach dem Ablauf mehrerer Monate analy- 
siert wurden (s. Tabelle 6). Als wertvollstes Ergebnis ist festzustellen, 


Tabelle 6. Ergebnisse von E 605- Bestimmungen in Organen 














Verstrichene Zeit zwischen Organentnahme und Analyse 
Organe wenige ¢ . ; | ’ i 

Tage 3 Monate | 6 Monate 9 rn 12 Monate | 19 Monate 
Mageninhalt I . 1160,0 | 1180,0 1210,0 
Mageninhalt III | 1050,0 1050,0 1080,0 | | 1080,0 
Mageninhalt IV 650,0 680,0 680,0 | 
Gehirn . .. . 0,28 | 0,29 | 
See 0,19 0,22 | | 0189 
Ss FE | 0,83! | 0,89! 
Niere II . . . 0,45 0,45 | 0,45 
EBEN. . . . 0,66! | 0,66" | 
Leber III . . . 0,57 0,57 0,57 0,57 
ae 0,29 0,34 











1 Organe bereits stark eingetrocknet! 


daß ein Abfall des Gehalts an E 605 in den genannten Materialien bei 
Aufbewahrung bzw. sogar Fäulnis praktisch überhaupt nicht zu beob- 
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achten ist. Dies mag wohl in der von uns verwendeten Methode be- 
gründet sein, da wir ja den gespaltenen Ester bzw. das Rumpfmolekül 
(Diäthyl- bzw. Dimethylthiophosphorsäure) quantitativ bestimmen. [Die 
meisten bisherigen Methoden führen die verlustreiche Extraktion und 
Reinigung des Gesamtmoleküls durch, das während der Fäulnis begreif- 
licherweise leicht der Spaltung unterliegt. Dann erst wird ein Bruch- 
stück des Moleküls bestimmt (z. B. Nitrophenol bei E 605).] 


Es ist jedenfalls vom Standpunkt des Toxikologen möglich, noch nach 
längerer Zeit unsere Versuche erstreckten sich auf 19 Monate — ein 
einwandfreies Urteil nebst quantitativen Angaben über eine stattgehabte 
Vergiftung abzugeben. 


Die bisher üblichen Methoden ergaben, daß bereits nach wenigen Monaten ein 
deutlicher Abfall im Gehalt festzustellen war (Vıpıc). Es wird hierbei von dem 
Übergang in die Thiolform und von oxydativer Entschwefelung gesprochen (Gros, 
GARLICK und Harvey, Dann und STRALLER, Davison). Über Konvertierung durch 
Enzyme und über Umwandlungen in das schwefelfreie E 600 (Mintacol, Bayer) 
berichten MercaLtr und Marcu (zit. nach Kaiser u. Haas 1956). In vitro soll 
diese Umwandlung nach Giane und Harz schon bei Temperaturen unter 0° mit 
Salpetersäure vor sich gehen. 

Bei Versuchen mit radioaktiv markiertem Schwefel im E 605 erscheint ein 
S-haltiges Spaltprodukt im Harn (Jensex, Durnam und Pearce). Wir konnten 
in Harn ebenfalls die Diäthylthiophosphorsäure nachweisen. Auch die Befunde von 
Enpers und Grupr und Enpers und Ror scheinen sich in dieser Richtung inter- 
pretieren zu lassen: Sie konnten nachweisen, daß in den Organextrakten ver- 
gifteter Ratten nach einiger Zeit keine insecticide Wirkung mehr vorhanden war 
Es treten jedoch Blutbildveränderungen auf, für die das abgespaltene Nitrophenol 
verantwortlich gemacht wird. 


ad Ib. Bei den nur qualitativ bearbeiteten vier Fällen handelt es sich um 
E 605-Vergiftungen mit farbloser Substanz (ohne Warnfarbe). Im Fall VI standen 
Mageninhalt, Blut und Leber zur Verfügung, im Fall VII Mageninhalt und Speichel 
und im Fall VIII Harn und Blut. Als Nebenbefund wurde hier ein Blutalkohol- 
wert von 4,7% festgestellt. Im Fall IX kamen Mageninhalt (es konnten nur etwa 
50 ml erhalten werden) und Blut zur Untersuchung. Von ersterem mußten 30 g 
in Arbeit genommen werden, da besonders geringe Mengen an E 605 vorhanden 
waren. Möglicherweise war schon der Großteil in den Darm gewandert oder zum 
Teil resorbiert. Die Rf-Werte stimmten jedoch mit den theoretischen gut überein 
und auch das Nitrophenol konnte einwandfrei nachgewiesen werden. Es sei er- 
wähnt, daß in solchen Fällen das Sichtbarmachen der Flecke mit einem Reagens 
erfolgen sollte, das viel Natriumazid, gegen 6—8% in einer n/30—n/100-Jodlésung 
enthält. Die DSCH war hinsichtlich der Empfindlichkeit der TTCH deutlich über- 
legen. 


ad Ic. In Blut und Harn von Fall X wurde Metasystox einwandfrei nach- 
gewiesen. Es handelte sich allerdings um recht geringe Mengen. Als besonders 
auffallend muß hier der protrahierte Vergiftungsverlauf bezeichnet werden: der 
Tod trat erst 2 Tage nach dem Einsetzen der ersten Vergiftungssymptome ein. 
Es ist daher sehr unwahrscheinlich, daß der Tod auf Metasystox zurückzuführen 
war, da der Patient — nach Angaben des Arztes — an einem epileptischen Anfall 


verstarb. 
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ad 2. E 605 wurde aufgefunden in 1. einem Maismehlgericht. Einzelne kleine 
Partikel waren blau gefärbt und ergaben unter dem Mikroskop mit Jodazid- 
Reagens eine deutliche Gasblasenbildung (bekanntlich wird bei der Jodazid- 
reaktion elementarer Stickstoff frei, s. S. 119). Die Verarbeitung des fett- und eiweiß- 
haltigen Materials erfolgte wie bei den Organen beschrieben. 

Außer den Rf-Werten für E 605 beobachteten wir bei Lösungsmittel I der 
‚„TTCH“ einen kleinen Fleck bei Rf = 0,24—0,26 und eine schwache Aufhellung 
bei Lösungsmittel IT um den Rf-Wert von 0,50—0,60. Es handelt sich offenbar um 
schwefelhaltige Aminosäuren aus dem Maisprotein. Versuche mit reinem Mais- 
mehl ergaben nämlich nach der Verseifung dieselben Aufhellungen. 

2. Maiskörnern, die in der Nähe eines verendeten Fasans aufgefunden wurden. 
Der sonst weiße Teil des Endosperms war blaugrün gefärbt, daneben ließ sich 
Schimmel erkennen. Die Körner wurden unzerkleinert mit Alkohol und Kalilauge 
gekocht und nach dem Eindampfen, Verdünnen mit Wasser und Ansäuern mit 
Äther extrahiert. Mit der ,,TTCH“ und ,,DSCH“ konnten einwandfreie Rf-Werte 
erhalten werden. 

3. Kropf- und Mageninhalt eines Fasans. Das Untersuchungsmaterial bestand 
aus Kräutern und einigen Maiskörnern. Es wurde mit Alkohol maceriert, mit 
Lauge gekocht und wie üblich weiterverarbeitet. Bei beiden chromavographischen 
Methoden wurden die richtigen Rf-Werte erhalten. 

4. Mageninhalt eines Hundes und dem dazugehörigen Köder (Hasenkopf). 
Letzterer zeigte deutlich blau gefärbte Stellen. Die Untersuchung erfolgte wie 
bei den Organen, die erhaltenen Rf-Werte entsprachen denen von E 605. 

5. Chlorthion konnte aus einem Hühnerkropf — bestehend aus Körnern und 
Pflanzenresten — isoliert und an Hand der Rf-Werte einwandfrei identifiziert 
werden. Das Spaltprodukt Chlor-Nitrophenol war auf den Chromatogrammen gut 
nachzuweisen. 

6. Metasystox wurde in Körnerfutter — Mais- und Roggenkörnern auf- 
gefunden. Der Geruch war recht charakteristisch. Während der Verseifung war 
der flüchtige Thioäther auf dem Kühler gut nachweisbar. 

In derselben Weise wurde ein zweites Hühnerfutter und zwei Hühnermägen 
mit positivem Ergebnis uutersucht (7—9). Schließlich wurde noch ein Brunnen- 
wasser untersucht: 1 Liter wurde alkalisiert, fast zur Trockne eingedampft, ange- 
säuert und mit Äther extrahiert. Es wurde ein positives Ergebnis erhalten: Meta- 
systox. 

Abgesehen von diesen Untersuchungen, mit positivem Resultat, seien noch 
eine Anzahl anderer Fälle erwähnt, die ein negatives Ergebnis brachten: ver- 
schiedene Organe von vier sezierten Leichen und in zwölf Fällen Speisen, Futter- 
mittel und anderweitiges Material. Es wurden bei der Chromatographie niemals 
Flecken oder Aufhellungen gefunden, die sich in der Nähe der von uns für die 
TPE als charakteristisch angegebenen Rf-Werten befanden. 

Zur quantitativen Bestimmung der TPE kann, wie orientierende Versuche er- 
gaben, auch die Phosphor-Bestimmung im Molekül (bzw. in den Alkylthiophosphor- 
säuren) herangezogen werden: Es scheint die Molybdän-Methode nach vorher- 
gehender Veraschung im Kolben nach ScHöNIGER, s. auch Merz, in der Modi- 
fikation von KREMSBRUCKER gute Resultate zu liefern. Auch das Verfahren von 
PüscHeL und WITTmann könnte bei Mengen über 50 ug P mit Erfolg herangezogen 
werden. Über die Brauchbarkeit dieser Verfahren zur Bestimmung der TPE in 
biologischem Material — es müssen störende Stoffe z. B. körpereigene Phosphatide 
usw. eliminiert werden — laufen weitere Versuche, über die später berichtet werden 
wird. Ebenso werden drei neue, inzwischen herausgekommene TPE in das ge- 
gebene Schema eingegliedert. 
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Zusammenfassung 


Die Identifizierung von 9 Thiophosphorsäureestern: Parathion 
(E 605), Diazinon, Potasan, Phenkapton, Systox, Chlorthion, Meta- 
systox, Malathion und Thiometon erfolgt mit Hilfe der ,,Test-Tube- 
Chromatographie‘ und der ‚„Dünnschicht-Chromatographie‘“. Es finden 
jeweils zwei Lösungsmittelgemische Verwendung. Sprühreagens: Jod- 
azid, das auf schwefelhaltige Verbindungen mit Entfärbung reagiert. 
Die Extraktion aus Organen erfolgt mit Äthanol bzw. durch Kochen mit 
alkoholiseher Kalilauge, wodurch sowohl die Thiophosphorsäureester 
(TPE) als auch die Fette verseift werden. Nach Ausfällung der Fett- 
säuren mit Magnesiumsulfat extrahiert man die saure Lösung mit Äther. 
Die TPE haben sich in Diäthyl- bzw. Dimethylthiophosphorsäure und 
andererseits in die für die einzelnen Substanzen charakteristischen 

iruppen, z. B. Nitrophenol usw. und flüchtige Thioäther, aufgespalten. 

Zudem entstehen noch andere schwefelhaltige Spaltprodukte, die noch 
zusätzliche Flecken bzw. Rf-Werte liefern, so daß für jede Verbindung 
fünf bis zwölf Rf-Werte für die Identifizierung zur Verfügung stehen. 
Es ist daher die Gefahr einer Verwechslung mit anderen schwefel- 
haltigen, jodazidpositiven Stoffen — körpereigenen oder Arzneimitteln — 
äußerst unwahrscheinlich. 

Die quantitative Bestimmung basiert ebenfalls auf der Entfärbung 
der Jodazidlösung. Diese wird colorimetrisch gemessen. Die Reinigung 
der TPE erfolgt papierchromatographisch durch Elution der Zonen im 
Papier, in der sich die TPE befinden. Dadurch werden andere störende 
Stoffe eliminiert. 

Mit dieser Methode wurden bei zehn tödlichen Vergiftungen quali- 
tative und quantitative Untersuchungen durchgeführt. Es konnte die 
Verteilung in den einzelnen Organen geprüft und vor allem festgestellt 
werden, daß der Nachweis der TPE in Leichenteilen noch nach langer 
Zeit — nach Jahren — möglich ist. Ein Abfall im Gehalt an TPE war 
selbst nach 19 Monaten nicht feststellbar. Es erscheint dies begreiflich, 
da für den Nachweis lediglich die Spaltprodukte benutzt werden. 

Schließlich konnte in weiteren zehn Fällen die Methode zur Unter- 
suchung von Speisen, Futtermitteln, Hühnerkröpfen usw. mit Erfolg 
herangezogen werden, wobei hauptsächlich E 605, aber auch Meta- 
systox oder Chlorthion aufgefunden wurden. 

Die Einfachheit der Methode erlaubt die Durchführung einer Unter- 
suchung innerhalb eines Arbeitstages. 

Den Firmen Bayer, Leverkusen; Geigy, Basel; Sandoz, Basel; Fattinger, Graz, 


und Cyanamid Corp., USA, sei für die zur Verfügung gestellten Reinsubstanzen 
verbindlichst gedankt. 
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Aus dem toxikologischen Laboratorium der Abteilung Kriminaltechnik 
des Bundeskriminalamtes Wiesbaden 


Bemerkung zum Nachweis von E 605 
Von 
HERBERT SCHREIBER 


(Eingegangen am 31. Januar 1961) 


Die Nachweise von E605 nach ScHweEerp und ScHMiIpT, nach 
v. EıckEn oder SCHREIBER sind dem toxikologischen Analytiker so be- 
kannt, daß Angaben zur Theorie der Reaktionen nicht mehr erforderlich 
sind. Aus Beobachtungen der Praxis wollen wir aber auf eine Modifi- 
kation der Methodik hinweisen, die die Schwerd- und Schmidt-Reaktion 
spezifischer gestaltet und die Indophenol-Reaktion sicherer erkennen läßt. 
Beide Reaktionen lassen sich in einem Arbeitsgang durchführen. 

Die Gelbfärbung nach Zusatz von Natronlauge zum Untersuchungs- 
material variiert im positiven oder negativen Fall meist von Gelb über 
Orange bis Braun, bedingt durch eine Vielzahl von Ballaststoffen. Die 
Indophenol-Reaktion als Zusatzreaktion bleibt bisweilen bei nachfolgen- 
der Zugabe von o-Kresol und Devarda-Legierung zur alkalischen Re- 
aktionsflüssigkeit aus, besonders im Spurennachweis. 

Durch Untersuchungen konnten wir feststellen, daß diese Reaktions- 
hemmung in erster Linie durch die Anwesenheit von Schwefelverbin- 
dungen — vor allem in Form von Sulfiden — bedingt ist. 

Wir betrachten diesen negativen Effekt als Katalysatorvergiftung der 
Indophenoloxydation, der um so mehr zu beachten ist, als ältere E 605- 
Proben und älteres Organmaterial aus natürlicher Zersetzung solche 
Schwefelkomponenten enthalten und endlich die gleichzeitige Anwesen- 
heit schwefelhaltiger Medikamente zu berücksichtigen ist. 

Der beschriebene Mangel kann durch vorherige alkalische Oxydation 
des Untersuchungsmaterials mit Perhydrol völlig beseitigt werden, wobei 
störende, E 605 vortäuschende Gelbfärbungen entfärbt und im positiven 
Falle reine, reaktionsfähige Gelblösungen erhalten werden. 


Beispiel 

Etwa 5 mg Mageninhalt werden mit der drei- bis vierfachen Menge 
Aceton übergossen und nach einiger Zeit bei öfterem Umschütteln von 
den ausgeflockten Bestandteilen dekantiert. 

Die Acetonlösung wird mit etwas Wasser versetzt, alkalisch gemacht 
und nach Zugabe einiger Tropfen Perhydrol auf dem Dampfbad gelinde 
erwärmt. Im positiven Falle tritt alsbald die charakteristische Gelb- 

Arch. Toxikol., Bd. 19 9b 
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Grün-Färbung des p-Nitrophenolnatriums ein. Aceton kann auch vor 
der Oxydation verdampft werden. In jedem Falle erwärmt man weiter 
bis zum Verjagen des organischen Lösungsmittels, fügt notfalls noch 
etwas verdünnte Natronlauge zu und versetzt die gelbe, wäßrige Lösung 
jetzt mit einem Tropfen verdünnter alkoholischer o-Kresol-Lösung und 
einer Spatelspitze Devarda-Legierung. Nach Beendigung der Reduktion 
beginnt die Oxydation und die Kondensation zum Indophenol. Diese 
tritt noch schneller ein, wenn ein Streifen Chromatographiepapier in die 
Lösung eingetaucht wird, so daß in der aufsteigenden wäßrigen Ver- 
dünnung des Reaktionsgemisches eine maximale Angriffsfläche für den 
Luftsauerstoff besteht. 

Die beschriebene Methodik kann naturgemäß auch auf anderes 
Untersuchungsmaterial angewendet werden, notfalls unter Variation des 
Extraktionsmittels. Im quantitativen Bereich wird jeder Arbeits- 
verlust ausgeschaltet. 

Als Vorprobe, zum Spurennachweis und zum Nachweis von p-Nitro- 
phenol — als Komponente von zersetztem E 605 wird die Reaktion 
mit dem Originalmaterial ohne Extraktion durchgeführt. 


Zusammenfassung 
Als Modifikation des Nachweises von E 605 wird auf das Prinzip 
der oxydierenden Reinigung mit Perhydrol in alkalischer Lösung hin- 
gewiesen. Beim Nachweis nach ScHwERD und SCHMIDT werden störende 
Gelbfärbungen beseitigt, bei der Indophenolreaktion katalytisch be- 
dingte Reaktionshemmungen ausgeschaltet. 


Dr. phil. H. ScHREIBER, Wiesbaden Bundeskriminalamt 
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Die in deutscher, englischer, französischer oder italienischer Sprache abgefaßten 
Manuskripte werden in Maschinenschrift auf einseitig beschriebenen Blättern satz- 
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Übersetzt von H. Mayer-K upp und P. SrepHAN 
Mit 106 Textabbildungen. VIII, 1018 Seiten Gr.-8°. 1960. Ganzleinen DM 36,— 


AUS DEN BESPRECHUNGEN 


„Das vorliegende Lehrbuch von NoLLEr — die deutsche Übersetzung der zweiten ameri- 
kanischen Auflage —, will in systematischem Aufbau das wichtigste Tatsachenmaterial 
der organischen Chemie darbieten. — Bewußt wurde darauf verzichtet, bei der Über- 
setzung ein europäisches Lehrbuch daraus zu machen, so daß in verschiedener Hinsicht 
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auf der Erörterung der theoretischen Zusammenhänge gelegt, damit sich auch der An- 
fänger gleich zu Beginn seines Studiums mit den neueren Betrachtungsweisen organischer 
Reaktionen auseinandersetzen muß. Diese eingefügten theoretischen Abschnitte sind 
klar und einfach gehalten und ergeben zusammen mit der Beschreibung der Reaktionen 
eine lebendige Darstellung der organischen Chemie. — Jedem Abschnitt sind eine ganze 
Anzahl Wiederholungsfragen und Aufgaben angefügt, womit dem Studierenden selbst 
ein Mittel gegeben wird, sein Wissen zu überprüfen. — Das Lehrbuch ist flüssig ge- 
schrieben, systematisch aufgebaut, sauber und einprägsam gedruckt und entspricht mit 
seinen ungefähr tausend Seiten dem heute üblichen Umfang. Das Werk wird sicher, 
nicht zuletzt auch wegen seines günstigen Preises, eine dankbare Leserschaft finden.“ 
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